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Abstract

2 Abstract

Most prokaryotic signaransductiorsystems and a few eukaryotic pathways use
phosphotransfeschemes involving two conserved components, a histidine protein kinase and aeespons
regulator protein. The histidine protein kinase, which is regulated by environmental stimuli,
autophosphorylates at a histidine residue, creating adnghgy phosphoryl group that is subsequently
transferred to an aspartate residue in the responsdat@yprotein. Phosphorylation induces a
conformational change in the regulatory domain that results in activation of an associated domain that

elicits the response.

Related species usually rely upon orthologous regulatory systems to orchestrate respanses
given signal.Under certain circumstances, the elicited responses are largely similar across species,
indicative that orthologous regulatory systems control common cellular functions across species even if
the species occupy different niches. In ottiezumstances, the responses are distinct, either in qualitative
or quantitative terms, suggesting that the regulatory systems adopted by individual species are suited to

particular habitats and lifestyles.

The availability of oxygen is a major environntel factor for many microbes, in particular for
bacteria such aShewanellaspecies, which thrive in redestratified environments. One of the best
studied systems involved in mediating the response to changes in environmental oxygen levels is the Arc
two-component system oEscherichia coli consisting of the sensor kinase ArcB and the cognate
response regulator ArcA. An ArcA ortholog was previously identifiedSimewanella and as in
Escherichiacoli, ShewanellaArcA is involved in regulating the respanto shifts in oxygen levels. Here,
we identified the hybrid sensor kinase SO_0577, now designated ArcS, as the previously elusive cognate
sensor kinase of the Arc system SinewanellasoneidensisMR-1. Phenotypic mutant characterization,
transcriptomic aalysis, proteirprotein interaction, and phosphotransfer studies revealed that the
ShewanellaArc system consists of the sensor kinase ArcS, the single phosphotransfer domain protein
HptA, and the response regulator ArcA. Phylogenetic analyses suggebiptiamight be a relict of
ArcB. Conversely, ArcS is substantially different with respect to overall sequence homologies and
domain organizations. Thus, we speculate that ArcS might have adopted the role of ArcB after a loss of
the original sensor kinas@erhaps as a consequence of regulatory adaptation to a-stedtifked

environment.

In contrast tothe highly conserved histidine kinagecS, the response regulator SO_4444 is
speciesspecific for S.oneidensidvMR-1 and S.baltica 0S223.Bioinformatic analysesof SO_4444and
i t gesetic contextsuggesthorizontal gene transfefrom Aeromonaspecies Moreover phenotypic
mutant characterizatioand tanscriptomicanalysisrevealed incorporation othe phylogenetic new

componenBS0_4444 ito the consistig regulatory network d.oneidensisviR-1.

Thus, he response regulator SO_4444 as well asStmewanellaArc-System exemplif two

evolutionary strategies changihgo-component regulatory networks in bacteria.
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Zusammenfassung

3  Zusammenfassung

Die Eroberung neuer Lehsrdume und die Anpassung an verschiedenste Umweltbedingungen
kénnen durch Organismen ein und derselben Familie erfolgen. Die entstehende Artenvielfalt resultiert
primar nicht auf Grund von Veranderungen im genetischen Bauplan sondern vielmehr aus der

Diversifikation der regulatorischen Signaltransduktionssysteme welche diesen Bauplan umsetzten.

Unter diesen Systemen ist die Zw&@mponenterSignaltransduktion (TCS) von zentraler
Bedeutung fir die koordinierte Antwort auf umweltbedingte Veranderungen nighin Bakterien
sondern auch in Archaeen, Protisten und Pilzen. Prototypischerweise reagiert eine Rezeptorhistidinkinase
auf ein extrazellulares Signal und leitet dieses durch Transphosphorylierung auf einen zytoplasmatischen
Antwortregulator weiter, weher seinerseits als Transkriptionfaktor agiert. Dabei kénnen orthologe
Transkriptionsfaktoren fir die Expression vollig unterschiedlicher Gene verantwortlich sein und es

eroffnen sich Spielrdume fur die Anpassung an unterschiedlichste Umweltbedingungen.

ShewanellaSpezies sind Gramegative, fakultativ anaerobe Alteromonaden. Die 48 bisher
bekannten Arten haben nicht nur marine und limnische Habitate erobert, sondern man findet sie auch als
Symbionten und Pathogene vor allem von Fischen. Die Besiedlunmtecschiedlicher 6kologischer
Nischen schlagt sich auch in der Diversitat der Regulationssysteme nieder. So variieren allein die
bekannten Zahlen von T&@®oteinen innerhalb d&8hewanellaceagon 67 inS. denitrificangdS217 bis
116 inS. sedimini$1AW-EB3.

Der Antwortregulator SO_4444 gehdrt dabei zu den -Ré&einen, die sich ausschliellich in
einigen wenigen Shewanellen findeB.[faltica OS223 undS.oneidensisViR-1). Phylogenetische
Untersuchungen des genetischen Kontextes von SO_4444 legen d&rssSclahe, dass der
Antwortregulator zusammen mit einer Hyb#tistidinkinase SO_4445 und weiteren funf Genen durch
lateralen Gentransfer adermonas spaquiriert wurde. Deletionen und Insertionen in SO_4444 fuhren,
verglichen mit dem Wildtyp, zu einereRintrachtigung der Biofilmbildung sowohl unter statischen
Bedingungen als auch in einem hydrodynamischen Flusskammersystem. Eine Erhdéhung des
intrazellularen Levels an an zyklischem GuanosinmonophosphiitG&1P) durch das Einbringen einer
Guanylatzyklas ausVibrio cholerae(VCA_0956) und die resultierende partieWéiederherstellung des
Wildtypph2notyps deuten auf -Biofitmphanolypsh ¥om gdem k e i t des
Signalmolekil. Darliber hinaus zeigen weitere Untersuchungen im genetischen Kontext von SO_4444
ebenso fir die HybridHistidinkinase SO 4445 einen dikchen Einfluss auf den Biofilm.
Interessanterweise unterscheidet sich dieser sowohl in Quantitdt und Morphologie. Zudem fuhrt die
Del etion beider Gene zu einem der Einzel del eti on &S
sowohl die differentiellent?2 not ypen in &S0O_4444 und &S0O_4445, al s a
Dletionsstamms keine offensichtlichen Schlisse zu, ob oder wie die beiden Komponenten
zusammenarbeiten. Jedoch zeigen unsere Untersuchungen deutlich, dass horizontaler Gentransfer von

TCS-Elementen Einfluss auf ein bestehendes regulatorisches Netzwerk austiben kann, und sich damit
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Zusammenfassung

sowohl die Mdglichkeit bietet das sensorische Potential eines Organismus zu erweitern als auch

bestehende Regulationsmechanismen zu verfeinern oder neue mreziabl

Im Gegensatz zu SO_4444 ist die Hybridsensorkinase ArcS (SO_0577) eine Autapomorphie
aller Shewanellen und damit Bestandteil des Kernsatzes arPT&@&nen. Unsere Untersuchungen in
S.oneidensiMR-1 konnten das Protein als korrespondierende I€inasm Antwortregulator ArcA
identifizieren. Die Anoxische Redoxkontrolle (Arc) regelscherichiacoli u.a. die Anpassung an einen
wechselnden Sauerstoffgehalt in der Umwelt. Hierbei misst die Sensorkinase ArcB derSRedsxdes
ChinonPools der Memtan und leitet die Information Uber ein Phosphorelaissystem an ArcA weiter.
Identifiziert man ein Pendant zunE.coli ArcA in Shewanella leicht durch eindeutige
Sequenzahnlichkeiten (81% SequenzidentitaStiameidensis so fuhrt ein Abgleich von ArcBH. coli)
mit demShewanell&Proteom zu keinem eindeutigen Ergebnis. Nur das HisBtimsphotransfelProtein
HptA zeigt signifikante Homologien zum-Terminus von ArcB. Interessanterweise lidgitA im
gleichen genetischen Kontext wie dascoli arcB. Diese Tatsache spricht entweder fiir Deletion oder
Translokation des die Kinase kodierenden Genabschnitts. Phanotypische Vergleiche der Deletionstamme
garcS ghptA und gqarcA mit S.oneidensisWildtyp offenbaren auffillige Ubereinstimmungen der
Mutanten bezogen auf Wachstum, Biofilmbildung und. Dabei zeigten zugehérige BaopgeTripple
Deletionen nie kumulative Effekte. Mehr noghvitro Interaktionstudien an aufgereinigten Proteinen
zeigen Phosphotransfer zwischen ArcS, HptA und ArcA. Damit rekonstituiert sich das atypisater Arc

Shewanellaceaaus ArcS, HptA und ArcA.

ArcS weicht in seiner modularen Struktur stark von der bekannter-Rroiine A und weist
auch keinerlei signifikante Sequenzhomologien zu ArcB auf. Damit bildet ArcS einen phylogenetisch
di stinkten A4noteineno BochAdkeser Buifalligen strukturellen und phylogenetischen
Unterschiede zum Trotz ist es moglich, Deletionien arcB (E.coli) und arcS und/oder hptA
(S.oneidensisviR-1) zu kreuzkomplementieren. Zusammengefasst stitzt dies die These einer
Trunkierung der sensorischen Komponente ArcB und Rekrutierung der alternativen Sensorkinase ArcS
als funktionalen Ersatz.

Weiterfiihrendein vitro und in vivo Untersuchungen an den katalytischen Restes-HK 731,
ArcS-Recbg17 und ArcSRecllp 16, deuten aber darauf hin, dass obwohl ArcS und ArcB funktional
konvergieren, der Regulationsmechanismus fundamental unterscheidegleidfeende Analysen
zwischen ArcB E. coli)- und ArcSSensorik indizieren zudem eine Veranderung im Signalspektrum

ebenso wie in der Signalaufnahme und Signalweiterleitung.

Das Shewanella Ar8ystem steht damit ebenso beispielhaft wie der Antwortreguiddori444
fur den evolutiondren Wandel von T¢®haltkreisen, der es diesen Bakterien mit ermdglicht in

verschiedenste Lebensrdume vorzudringen und sich dort erfolgreich zu behaupten.
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4  Einleitung

4.1 GenusShewanella

Bei der Identifizierung von Mikroorganisma in ranziger Butter wurde im Jahre 1931
Shewanellaerstmals alsAchromobacteputrefaciens(48) isoliert. Nach Umbenennung des Taxons in
Psaidomonasm Jahre 1941133) und weiteren Reklassifizierungen in den 60er und 70er Jahren unter
anderem inAlteromonas(11), schlug 1985 die Geburtsstunde vShewanellaals eigene Gattung
innerhalb der Ordnung Alteromonadal@88). Bis heute sind 48 eigenstandige Arten mit 17 vollsténdig

sequenzierten Genomen (Abb.1; Tabelle 1) aus unterschiedlichsten Lebensraumen(8@kannt
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nach Hau et al. 2006 (80)
Abb.1: Phylogenetische Analyse des Genus Shewanella aus (80)
Phylogenetische Vergleiche innerhalb des Genus Shewanella zeigen fir einige Gruppen einen Zusammenhang
zwischen Habitat und genetischem Ursprung. Verschiedene Farben stehen stellvertretend fir die unterschiedlichen

phylogenetischen Gruppen (vgl. Tabelle 1). In einigen Fallen korrelieren diese Gruppen mit dem entsprechenden
Habitat. So bilden z.B. Isolate aus dem Darmtrakt von Fischen (violett) eine monophyletische Gruppe.

Die der Analyse zugrunde liegenden 16 S rRNA-Sequenzen wurden auf ~1200bp getrimmt um die Einbindung auch
solcher Isolate mit unvollstéandiger 16 S rRNA zu ermdglichen. Der bioinformatische Abgleich erfolgte mit ClustalW. Der
phylogenetische Baum wurde beruhend auf dem Neighbor-Joining Algorithmus nach 1000 bootstraps mit PAUP
berechnet. Als Outgroup diente Escherichia coli MG1655 Die Visualisierung erfolgte online (http:/itol.embl.de/) mit dem
Interactive Tree of Life (127).
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4.1.1 Allgemeines

Die physiologisch und 6kologisch sehr heterogene Gruppe dewaBlellen umfasst nicht nur
freilebende Vertreter, deren Umwelt sich in Bezug auf Nahrstoffe, Salzgehalt, Temperatur,
Redoxpotential, und Druck unterscheidet, sondern es existieren auch Arten, die mit anderen Organismen
in Symbicse, Epibiose und Synthroghikcexistieren oder sogar als deren Pathogene auft(@®@n
(Tabelle 1).

Allgemein formen die fakultativ anaeroberProteobakterien der Gatturtshewanellagram
negative Stabchen mit einer Lange veB gm und einem Durchmesser von-0,4 um(229. Sie sind
motil T meist durch ein einzelnes polares Flagell(#89 i und lassen sich nachnreicherung leicht
kultivieren und genetisch manipulieren. Damit unterscheidet $tlewanellakaum von dem
Modellorganismus fiir gramegative Bakteriek. coli.

Es erklart auch recht einfach, warum die moderne Atewanellaerst 1988 mit der
Beschreibug der Dissimilation von Mangamund Eisenoxide durcl.oneidensisMiR-1 begann(158).
Die Fahigkeit, mehr als 10 verschiedene terminale Elektrdaeptoren unter anaeroben Bedingungen
Zu nutzen(107) 7 darunter nicht nur feste Metalloxide offenbart hier eine erstaunliche Bandbreite,
verglichen mit anderen Baktien wie E.coli. So ist S.oneidensidMR-1 in der Lage Sulfide aus
Thiosulfaten zu gewinnen und kann dariiber hinaus elementaren Schwefel reduzieren. Besonders letzteres
ist fir fakultative Anaerobier eher ungewdhnl{@).

Es dauerte nicht lange und es stellte sich heraus, dass digte ddetallionen wie Uranat
[U(VD] (30) Chromat [Cr(VI)] (236), lodat(57), Technetium(237), Neptunium(132), Plutonium(24),
Selenit(112), Tellurit (112) und Vanada(33) durch ShewanellaSpeziesreduziert werden kinen. Mit
diesem metabolischen Potential kénnten durch den biotechnologischen Eins&keveemellaSpezies
z.B. Radionukleotidverseuchte Gebiete dekontaminiert werden. Die Verstoffwechselung von
Umweltgiften wie Nitroarenen durch einige Arté2n9) bietetzudem die Mdglichkeit der Detoxifikation

vergifteter Areale.

Im Verstandnis des zugrunde liegenden Metabolismus und dessoziierten
Regulationsmechanismen liegt der Schlissel zur Nutzbarmachungh®mnanellazu Zwecken der

Remediation.

19



Einleitung

Tabelle 1: Shewanella Spezies mit sequenzierten Genomen (63)

Spezies oder Stamm Geografischer Ursprung Habitat, Charakteristika Quelle
S. amazonensiSB2B Amapa Fluss, Briisn Sediment; suboxisches Redoxbedingungen; (227)
Tiefe: 1 m
S. balticaOS155 Ostsee Meerwasser; oxische Zone @ml/l; 27
Tiefe: 90 m
S. balticaOS185 Ostsee Meerwasser; oxischnaoxische Grenehicht; (27)
Tiefe: 120 m
S. balticaOS195 Ostsee Meerwasser; aoxische Zone; 27
Tiefe: 140 m
S. baltica0S223 Ostsee Meerwasser; oxisckanaoxische Grenzschicht 27)
Tiefe: 120 m
S. benthtaKT99 TongaKermadec Graben Tiefsee; Hochdruckzone; (46)
Tiefe: 9000 m
S. frigidimarina Nordsee, Aberdeen, UK Meerwasser (25
S. halifaxensi$iAW-EB4 Hafen von Halifax , Neu Sediment, Schwerindustriehalde, (250
Schottland, CA Tiefe 215 m
S. livingstonensi&c10 Antarktische Kiiste Meerwasser (116
S. loihicaP\+4 Hawaii ImperatoiRucken Hydrothermaler Schlot, eisenhaltige (66)
Schlamme, Tiefe: 1325 m
S.oneidensisVIR-1 Lake Oneida, USA Limnische Sediment, anoxische Zone, (229
Mn(IV)}Reduktion
S. pealeandANGSQ1 Wood Hole Harbor, USA Tintenfisch, Nidamentaldrise (126
S. piezotoleran§VP3 Westpazifik (142°Ost, 8°Nord) Sediment, (232
Tiefe: 1914 m
S. putrefacien<N32 Albuquerque, USA Schiefersandstein, (64)
Tiefe: 250 m
S. putrefacien200 Alberta, CA RohotRohrleitung (166)
S. sediminis{AW-EB3 Hafen von Halifax , Neu Sediment, 50 nautische Meilen vder Kuste, (249
Schottland, CA Tiefe: 215 m
S. spANA3 Wood Hole Harbor, USA Brackwasser, Arsenbehandelter Holzpier (199
S. spMR-4 Schwarzes Meer Meerwasser; oxisch#one, 16°C, (163
Tiefe: 5 m
S. spMR-7 Schwarzes Meer Meerwasser; anoxische Zone; Hoher (163
Nitratgehalt, Tiefe: 60 m
S. spW3-18-1 Washington coast, Pazifik Sediment, unterhalb oxischen Meerwassers (153
Tiefe: 2000m
S. violaceadSS12 Ryuku Graben, Phillipinische  Sediment, (165
See Tiefe: 5110 m
S. woodyiMS32 Stral3e von Gibraltar, Detritus, (140
Mittelmeer Tiefe: 370 m

4.1.2 Metabolismus

Uberleben in einer Umgebung, die durch Redaxd Nahrstoffgradienten gepréagt,isrfordert

eine hohe Flexibilitdét sowohl der energieerzeugenden Netzwerke als auch der Biosynthesewege. Das

beinhaltet zum einen den Kohlenstoffmetabolismus und zum anderen den Elektronentransport.
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Elektronentransport

Im Genom von S.oneidensiMR-1 findet man eine Vielzahl mdoglicher Elektroren
Transportsysteme darunter 42 putative TyEyEochrome(149). Aus friheren Studien ist bekannt, dass
die respiratorishe Vielfalt vonS.oneidensidViR-1 von Cytochrom C abhé&ngig ist. So fihren Mutationen
in den Reifungsgenen fur Cytochronc€mB(43) undccmC(23) zu einem totalen Verlust der amaken
Respiration. Als Shuttleproteine im Elektronentransfer auf Fe(H)Mn(IV) 1 Oxide und
Dimethylsulfoxid (DMSQO) zeichnen sich das Tetrahamcytochrom C CymA in der inneren Membran,
MtrA und DmsE im Periplasma, sowie MtrB oder DmsF und die DecahamegtoehMtrC und OmcA
in der aulBeren Membran verantwortli¢hd, 15, 154, 159, 160). Von den verbleibenden Cytochromen
kann nur einer kleinen Zalfil iber bekannte orthologe Proteinecine Funktion zugewiesewerden.
Damit ist bekannt, welche Cytochrome an der Veratmung von Furfi&at156) Nitrat (41), DMSO
(76) und TrimethylamirN-oxid (TMAO) (76) beteiligt sind. Uber die weitaus gréRere Zahl Cytochrome
ist nur bekannt, dass deren Expression durch Thiosulfat und Nitrat stimulie(®&®&)rd

Kohlenstoffmetabolismus

S.oneidensidviR-1 kodiert eine Vielzahl von Stoffwechselwegen darunter den Katabolismus
von organischen Séauren (@), Fettsduren, Aminosauren, Peptiden und Nulkdea (204). Darin
spiegelt sich die biologische Bedeutung vdd.oneidensidMR-1 als Verwerter organischer
Abbauprodukte.

Der Grundbastein des Chitini N-Acetylglukosamin (NAG) i ist eine der bevorzugten
Kohlenstoff und Stickstoffquellen fir S.oneidensidMR-1 und wird Uber einen neuartigen
Stoffwechselweg durch die Proteine NagBIl und NagK in die Glykolyse eingesc{d8s{Abb. 2).

Die Verwertung von Milchsaurals primare Kohlenstoffund Energiequelle stellt eines der
metabolischen Charakteristika v@hewanelladar. Allerdings fehlen orthologe Proteine zu LIdD und
DID auskE. coli. Untersuchungen im genetischen Umfeld der Permease LIdP identifizierten detdis
unbekanntes Cluster Milchsaureoxidierender Enzyme-IDihd LIEFG (182 (Abb.2). Damit ist es
dem nichtfermentativen Bakteriu®.oneidensidMR-1 mdglich, die in einer komplexen mikrobiellen

Gemeinschaft anfallende Milchsaure aufzunehmen und zu verw&€@én

Ein metabolisches Modell furS.oneidensidviR-1, zusamnengestellt aus genomischen
Annotationen und unter Zuhilfenahme von Daten aus der Primarliteratur [Reedudvérgffentlicht],

identifizierte 713 metabolische Reaktionen unter Beteiligung von 780 Genen und 623 Metalfiten
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Beispiele peripherer
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nach Fredrickson et al. 2008 (63)
Abb.2: Zentraler Kohlenstoffkatabolismus in S. oneidensis MR-1 und die zugrunde liegende Regulation  (63)
In der abgebildeten metabolischen Rekonstruktion sind biochemische Transformationen in E.coli K12 und

S. oneidensis MR-1 mit unterbrochenen und durchgehenden Pfeilen gekennzeichnet. Orthologe Gene sind dabei nach
der gangigen Nomenklatur aufgefiihrt. Transkriptionale Regulation und zugehdriger Transkriptionsfaktor sind durch
farbkodierte Punkte gekennzeichnet und in der Abbildung noch gesondert néher erklart. GIcN: Glukosamin; GIcNAc: N-
Acetyl-Glukosamin; KDG: 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphoglukonat; PEP: Phosphoenolpyruvat; P: Phosphat.
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4.1.3 Regulation

Regulatorische Signaltransduktionssysteme verknlpfera-emhd intrazellulare Stimuli mit
zellularen Antworten. Der Erfolg eines Organismus hangt entscheidend von der optimalen Anpassung an
die jeweils vorherrschenden Bedingungen ab. Dabei spielen zum einen die bestehenden regulatorischen
Mechanismen eine Rel] wenn es um naturliche Schwankungen innerhalb der 6kologischen Nische geht.
Zum anderen ist aber auch die Flexibilitdt der Regulationsnetzwerke von Bedeutuhgpei der
Eroberung neuer Lebensraume mit verandertem Schwankungsbereich.

Mit 211 Ein-KomponenterSignaltransduktiongpteinen (OCSProteine) und 97 Zwei
KomponenterProteinen (TCS-Proteine) (http://mistdb.con)/ besitzt S.oneidensidMR-1 ein

hervorragendes sensorisches und regulatorisches Potential unelirgeidientengepragten Umwelt zu
Uberleben. Im Vergleich dazu sind fir den intrazellular lebenden Parékit@ophilus influenza86-
028NP nur 490CSProteine und neurm CS-Proteinen (http://mistdb.con)/ bekannt. Das entspht

wenigerals einem Funftel regulatorischer Proteine dieser Art vergliche8.miteidensisviR-1.

Dartuber hinaus kodiert das 5,1 Mbp groBe Genom VBroneidensisMR-1 51
Diguanylatzyklasen, 27 Phosphodiesterasen, und 20 Hybriddiguanylatzyklasenr  ode
Hybridphosphodiesterasefinttp://mistdb.cony. S.oneidensiMR-1 gehdrt damit in die Gruppe von

Mikroorganismen mit der gré3ten Zahl von B&NpNzyklischem dimerem Guanosinmonophosp(tat
di-GMP) modifizierenden Proteinen bezogen auf die GenomgraRedli MG16551 zum Vergleichi
kodiert nur fur 17 Diguanylatzyklasen und Phosphodiesterasen einem 4,6 Mbp grof3en Genom

(http://mistdb.con). Vergleiche dieser Art geben Hinweise auf eine moglighélere Bedeutung

postranskriptionaleiKontrolle zellularer Prozesse durch externe Stimuli bei.

Sekundare Botenstoffe

Zyklische Signalnukleotide sind an deegulation zellularer Prozesse sowohl bekdtyoen als
auch Praaryoken beteiligt(12, 31). l-Pnoteabakterien nimmt-@di-GMP Einfluss auf verschiedenste
Funktionen wie Virulenz, Zellulosebiosynthese, Matilitat, und Biofilmbildh@2, 251) (Abb. 3). Die
Konzentration von intrazellularem -di-GMP  erfolgt durch zwei Enzymgruppen. Die eine
(Diguanylatzyklasen) erhdhen dabei die Konzentration vesi-@GMP durch Synthese aus zwei
Molekilen GTP(102 173 194 (Abb. 3), die andere (Phosphodiesterasenkeendie Konzentration
durch Spaltung in zwei Molekiile GMRO02, 195, 202) (Abb. 3). Uber die Konsensu&GDERDomane
fur die Zyklasen und die KonsensE#&L- / HD-GYP-Domane fiir die Esterasen kénnen diese Enzyme

leichtidentifiziert werden.
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Synthese Bindung Spaltung

2GTP HlE pGPG

Diguanylat Phospho \
zyklasen

diesterasen
OH \P/\ N O
/ O = D
: ) oo
F N NH
{ N

N
0 O L
HN /N ‘<
B o. o b NH,
O N O// ~o-
{ c-di-GMP
Motilitat, Virulenz, Sessilitdt und Biofilmbildung  Zellzyklus Progression,
Expression und Expression von Expression von Adhasinen Proteolyse eines
Aktivitat der Flagelle, Virulenzgenen und Exopolysacchariden Replikationsinhibitors
Schwimmen und
Schwaérmen

nach Hengge et al. 2009 (83)
Abb.3: Struktur und physiologische Funktionen von ¢ -di-GMP (83)

Auf zellularer Ebene wird der c-di-GMP Spiegel von Diguanylatzyklasen mit GGDEF-Domanen (rot) und spezifischen
Phosphodiesterasen mit EAL- oder HD-GYP-Doméanen (blau) kontrolliert. Auch kann c-di-GMP an PilZ-
Domaénenproteine (griin) binden und diese aktivieren. Dabei beeinflusst es nicht nur die Motilitat (240) sondern wird
auch bei der Expression von Virulenzgenen ben6étigt (216). C-di-GMP stimuliert in hohen Konzentration dartiber hinaus
eine Vielzahl Biofilm-assoziierter Funktionen, wie die Ausbildung von Fimbrien oder anderen Adhasinen sowie einer
Vielzahl von Matrix-Exopolysacchariden (102, 194). In Caulobacter crescentus ist die prazise zeitliche und rdumliche
Anwesenheit von c-di-GMP ein Schliissel im Zellzyklus (56).

Ebenso wie @i-GMP spielt zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) eine wichtige Rolle als
sekundarer Botenstoff in vielen Bakterien. dient hier vor allem der Aktivierung des Katabolitgen
Aktivatorproteins CRP) (22). Aktiviertes CRP greift seinerseits in den Kohlenstoffmetabolismus ein,
kann aber auch an der Regidatvon Antibiotikabiosynthese, phototrophen Wachstum und Pathogenese
beteiligt sein (22). Interessanterweise kontrollie€RP in S.oneidensidViR-1 auch die anaerobe
Respiration(196). Stamme mit eier Mutation incrp verlieren die Fahigkeit Fe(lll), Mn(1V), Fumarat,
Nitrat und DMSO zu reduziere196). Der Aktivierungsmechanismus fir CRP unter anoxischen
Bedingungen ist allerdings unklansbesondere deshalb weil Redersorische Doménen fehlen. Als
Sauerstoffsensprotein arbeitet in anderen Bakterien FNRder FumaratNitratreduktionsRegulator
(110. In Shewanelldindet man ein orthologes Protein mit 73,6% Sequenzidentitat. Doch konnte mittels
Deletonsmutanten gezeigt werden, dass FNR fir anaerobes Wachstum nicht esse(itell 8§). Ein

regulatorisber Zusammenhang mit CRP besteht daher nicht.
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Die Aktivierung der anaeroben Fumaratreduktase unter aeroben Bedingungen durch Zusatz von
CAMP in ein E.coli Kulturmedium legt den Schluss nahe, dass CRP indirekt Uber die
Adenylatzyklaseaktivitat reguliemwird (63). Das Genom vors.oneidensisMR-1 kodiert drei putative
Adenylatzyklasen. Zwei davoih CyaA und CyaQ sind fir anaerobes Wachstum mit Fumarat)iBe
und DMSO als terminaler Elektronenakzeptor von essentieller Bede(®3hgDie Verlagerung der
anaeroben Regulation von FNR zu CRP stellt mdglicherwdise regulatorische Anpassung an
dynamische Redoxbedingungen der Umwelt dar und gew8hoheidensisMR-1 die bendétigte

Flexibilitat im Metabolismus.

Ein-und Zwei-Komponenten-Signaltransduktionss/steme

Vergleichende Genomanalysen offenbarten einetivelaHaufigkeit fur das Auftreten dreier

Klassen von Signaltransduktionsproteir{@@2).

1. Proteine mit Verantwortlichkeit im Zyklisch8ignalnukleotideSignalsystem

2. Chemotaxisproteine: Im Genom vah coli kodiert nur ein einziger Gensatz fir Chemotaxis
inklusive 5 Chemorezeptorgi243, im Genom vonS.oneidensidMR-1 hingegen findetman
gleich 3 Gensatze mit 27 Chemorezeptorggpéh Interessant ist dabei, dass die Bewegung der
Zellen in Richtung terminaler Elektronenakzeptoiiebei Abwesenheit von Sauerstaif in
S.oneidensiMR-1 die chemotaktische Antwort auf das Vorhandensein von Zuckern und

Aminosauren im Medium dominiefl7, 162).

3. PASDomaéanenproteine Ber-Arnt-Sim): Die ubiquitéar verbreitete PABomane ist an der
Wahrnehmung von Umweltsignalen wie Licht, Sauerstoff und Redoxpotentialen bggigpt
Verglichen mit E. coli besitzt S.oneidensisMiR-1 mehr als die doppelte Zahl an PAS
Domanenproteine darunter 6 HistidinkinageliK). Damit sind allein fast 20% der TES/steme

in S.oneidensiMR-1 an der Wahrnehmung entspregtier Reize beteiligthttp://mistdb.cony.

4.2  Zwei-KomponentenSignaltransduktion

Die Anpassung an sich standig wandelnde Umweltbedingungen erfordert die Entwicklung
effektiver Signaltransduktionssysteme. Die meisterk&@gmten aber auch einige Eukaryoten nutzen dazu
Phosphogruppentransfeektionen unter Beteiligung zweier konservierter Komponenten, einer
HistidinkinaseHK und eines Antwortregulatorproteins (RR)L3). Im Jahre 1986 verdffentlichten Nixon,
Ronson und Asubelhre Entdeckungen liber die Ahnlichkeiten von NtrB (RR) und NtrC (HK) aus
Bradyrhizobium zu regulatorischen Proteinen alscoli und Bacillussubtilis (164). Ein Begriff aus
dieser Publikation steht noch heute stellvertretend fiir diese Art vonReeiztionsprinzip: Zwei

KomponenterSignaltransduktion.
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4.2.1 Phosphogruppentransfechemie

Hinter diesem ReiReaktionspnzip der TCS stehen dré?thosphogruppentransfeaktionen
und zwei Phosphoproteinintermedigd.3).

M92+

1. Autophosphorylierung: HK-His + ATP;_> HKHis~P + ADP

M92+
2. PhosphogruppentransfeHK-His~P + RRAsp & HkHis + RRAsp~P
M92+

3. Dephosphorylierung:  RR-Asp~P + HO & RRAsp + Pi

Die o-Phosphogruppe des ATRird dabei erstens auf das N1 oder N3esirkonservierten
Histidin innerhalb der Kinasedomane Ubertragen. Der Antwortregulator katalysiert dann in einer zweiten
Reaktion den Phosphogruppeniberteadi ein konserviertes Aspartat innerhalb seines regulatorischen

Bereichs, bevor in einem dritten Schritt die Hydrolyse zu freiem Phosphat erfolgt.

PhosphaHistidinchemie

Katalytisch gesehen verhalten sich HKs den Serin/Threonin/Tyrosin Proteinkidhaéch,
doch chemisch finden sich deutliche Unterschiede. Entstehen bei der Phosphorylierung von Ser/Thr/Tyr
Proteinkinasen Ester der Phosphorsadure, so bilden HK Phosphoamidate. Die Hydrolyse von
Phosphoamidaten besitzt dabei eine weit gréRere negativd Gi E n @ alsgdie ®on Bhosphoestern
(214) und so variiert auch der Gebrauch der verschiedenen Proteinkinasetypen in Abhangigkeit vom
biologischen System(213). Bei der Autophosphorylieng am Histidin liegt das chemische
Gleichgewicht auf Seiten der unphosphorylierten Form der Aminosaure. Es existiert also immer nur ein
sehr kleiner Prozentsatz der Hropulation in phosphorylierter Form. Daraus ergibt sich, dass fir die
Funktionalitat derHK eher der Phosphogruppenfluss als die Stdéchiometrie der Phosphorylierung selbst
eine Rolle spieler(213). Die energiereiche Bindung innerhalb des Phosphoamidates bildet damit die

ideale Plattform fUPhosphogruppentransfeaktionen.
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PhospheAspartatchemie

Der Ubertrag des Phosphatrestes auf ein Aspartat fiihrt zur Bildung eines energiereichen
Acylphosphates, das zu freiem Phosphat hydrolysiert wird. Interessanterweise unterscheiden sich aber die
Hydrolysegeschwindigkeiterewischen freien und proteingetdenen Acylphosphaten erhebli¢h80).

So ware es denkbar, dass Energie des Acylphosphates genutzt wird die Konformation eines Proteins und
damit seine Aktivitat zu &nderf103 217). In dieser Rolle unterscheidet sich ABpsron Ser/Thr/TwP,

denn bei letzterem wird die Proteinaktivitét eher duidkale elektrostatische Effekte beeinflugg8,

106).

Die Halbwertzeiten phosphorylierter RR schwankerseiven Sekunden tber Stunden bis hin zu
Tagen(85, 89, 101, 141, 234, 241). So besitzen viele RR Autophosphataseaktivitat und verkirzen so lhre
Lebengeit als Phosphoprotein. Umgekehrt kann die Phogwpartatform aber auch signifikant die
Halbwertzeiten  freier  Acylphosphate Uberschreite(61, 114). Die Abstimmung der
Hydrolysegeschwindigkeit von proteingebundenem Acylphosphat mit dem jeweiligen Reiz ist somit

hervorragend geeigngtlie Reaktionsdauer optimal zu koordinieren.

Darliber hinaus ertffnet die freie Reversibilitdit dehosphogruppentransfeaktion neue
Spielraumei durch Anderungen in der modularen Struktur eines -Bg&em (Abb. 4 und 5) den

Reizfluss und die Reaktionsintensitat zu steuern.

Acetylphosphat

In Anwesenheit hochenergetischer Acylphosphate katalysieren viele RR sowitd als auch
invivo die eigene Phosphorylierungn dem gleichen Aspartatrest, der auch von der HK in der
Transphgphorylierungsreaktion bedient wi(d2, 44, 49, 136, 137, 175, 193. So kdnnte Aetylphosphat
z.B. fur ein basales Phosphorylierungsniveau des RR sorgen oder dieses sogar anheben. Als zentrales
Intermediat im katabolen Stoffwechsel wére es ein idealer Sensor globaler metabolischer Zud&nde
vor allen wenn man bedenkt, dass die Acetylphosphatkaragonen von weniger als 0,0d4M

(Wachstum au6lycerin) bis auf 1,2 mM (Wachstum auf Pyruvat) ansteigen KadA).

Jedoch, deiin vivo Beweis fiir die physiologische Bedeutung von Acetylphosphat in-TCS
Kreislaufen kommt in allen Fallen aus Analysen mit Stdammen denen die entsprechende HK fehlt. Im
Falle desArc-Sy st ems z. B. konnte kIl ar g e-akévitdyvon AvoBrdid e n , das
Acetylphosphatabhéangige Phosphorylierung auf(iEa).

4.2.2 Architektur

Durch den modularen Aufbau von T&ystema kdénnen sowohl sehr einfache R&teaktions
Schaltkreise entstehaals auchhochkomplexe Regulationskalen gebildet werden. Generell kénnen

dabei drei Grundmuster unterschieden werden (Bhb.
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Abb.4: Modulare Architektur von Zwei -Komponenten -Proteinen

TCS-Proteine zeichnen sich wie hier gezeigt durch eine extensive Diversitat bezogen auf die Domé&nenstruktur aus

(http://mistdb.com/). So kénnen z.B. Empfangerdoménen als Tandemwiederholungen auftreten, genauso wie multiple

Sensordom&nen - neben ihrem typischen Auftreten als Bestandteil von HKs und Hybrid-HKs - auch in RRs und Hybrid-

RRs zu finden sind. Diese freie Kombinierbarkeit der einzelnen- AModul ef i st
Systeme (225, 247).

Osmoregulation inE. coli

Im prototypischen Fall deE. coli Osmoregulation (Ablba) reagiert eine HK EnvZ auf einen
Stimulus der Umwelti Osmolaritdt i erzeugt daraufhin an einem internen Histidinrest eine
hochenergetischPhosphogruppeand Ubertragt sie auf einen Aspartatrest des RR OmpR. Dies wiederum
fuhrt zu einer Konformationsdnderung im regulatorischen Bereich des RR und aktiviert eine assoziierte
DNA-Bindedomane, die ihrerseits Genexpression der padiekenden GenempB und ompC steuert
(62). Dieses Grundmuster eines TGS8stems ist hoch anpassungsfahig, und eine Vielzahl von
Variationen sorgt fir die Optimierung spezifiscig&gnalsysteme. So muss d&mosphgruppentbertrag
nicht direkt von HK zu RR sein, sondern kann indirekt in einem sogenannten Multischritt
Phosphorelaissystem erfolg€a13) (Abb. 5b und 5c). Dabei werden die Stufen der Phosphorylierung
zweimal durchlaufen. @is beinhaltet eine Phosphorylierung eines HistidinsHi€r gefolgt von der
Ubertragung auf das Regulatorprotein und der anschlieRenden Phosphorylierung eines zweiten Histidins,
das dieses Mal irRhosphogruppentransfeptein zu finden ist. Im letzten Sdthrwird das Phosphat auf

denRR Ubertragen.
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Sporulationskontrolle in B. subtilis

Die Sporulationskontrolle inB.subtilis steht exemplarisch fiir solch ein Multischritt
Phosphorelaissystem (Abb.5b). So wird die Phogplppe von deHK erst an dampfargerprotein
(RecProtein)SpoOF und dann an diistidin-Phosphotransferagéipt) SpoOB geleitet, bevor am Ende
der Kaskade der RR SpoOA stef9). Diese erhdhte Komplexitdat eines TCS erlaubt eine bessere
Kontrolle besonders komplexer Prozesse sadigelntegration positiver und negativer Signaesar wird
allein der Phgshorylierungsstatus des RR $#onoch durch drei Phosphatag@poOE, Yisl und Ynzp
kontrolliert (176), als zentraler Kontrollpunktim Sporulatiosprozess erwsi sich aber das
EmpfangerproteirSpoOF. Hier wird nicht nur der Phosphorylierungsstatus durch eine Stimulation der
intrinsischen Phosphataseaktivitdt SpeQhittels der Proteine RapABE negativ reguli¢d0, 93),
sondern SpoOF bildet auch den Sammelpunkt ankommender Signale durch finf KiKiagerKinB,
KinC, KinD, und KirE) (181) und erlaubt somit eine Akimulation verschiedener Stimuli auf einem
molekularerSchalterSpo0F)(181).

Die Interaktion solcher Schalter mit der(n) korrespondierenden Kinase(n) erfordert die rAumliche
N&ahe beider Partner. Es ist daher keine Seltenheit,Rizssder Hpt nicht als freie Proteine vorliegen,

sondern als Doméanen mit der Kinase zu einer sogenannten Hybridkinase verschmelzen (Abb. 4 und 5c).

Anoxische Redoxkontrolle vorE. coli

Die anoxischeRedoxontrolle Arc ausE. coli mit ArcA als RR und ArcB als HK ist ein Bspiel
fur TCSSysteme mit HybrietHK (143). Im Gegensatz zu einer orthodoxen HK wie EnvZ (A
besitzt der Hybrid ArcB neben der Kinasend ATPaséboméne imregulatorischen Beich eine
zusatzliche Recsowie eine HpDomane (Abb.5c). Diese vergleichsweise komplexe Struktur eines TCS
ermoglicht die Steuerung der Genexpression von mehr als 1000 Genen in Abhéangigkeit eines
schwankenden Sauerstoffgehaltes der weih (129. Unter anaeroben Bedingungen wird die
Phosphogruppe erst intern vakrcB-HK .9, (Kinasedoméne) UbeArcB-Regs;se (RecDoméne) an
ArcB-Hpty717 (Hpt-Doméng weitergeleitetbevor am Ende der RR ArcA phosphoryliert wiitl, 117).
Die Verschiebung des Verhéltees ArcAP/ArcA zugunsten der phosphorylierten Form bewirkt dann
mehrheitlich eine Repression regulierter Gene durch Bindung ambMi und Unterdriickung der
Transkription(143). Die lange Halbwertzeit von ArcR mit mehr als 60 min untén vitro Bedingungen
garantiert die Aufrechterhaltung dieser Repression, verhindert aber auch einen erneuten
Transkriptionsstart bei steigenden Sauerstoffkonzentrati(@®nDas Phosphat muss daher durch einen
alternativen Mechanismus entfernt werden. Dies geschieht durch eine Reversion des
PhosphgruppenflusseéAbb. 8b) von Asp,im RR ArcA berArcB-Hpty7;7 zu ArcB-Regs76 in der HK
ArcB, nach Unterdriickung der Kinaseaktivitiam ArcB-HKyyg, (68, 118. Die intrinsische
Phosphataseaktivitat voxrcB-Regs76 (71, 94) sowie eine Dephosphorylierung vémncB-Hpty,,7 durch
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die HistidinPhosphatase SixA170) sorgen dabei fur die Feinjustierung der Phosphorylierungslevel
entsprechend dem Sauerstoffgehalt.

a) E.coli Osmoregulation

o I
101 O ®P

EnvZ OmpR

b) B.subtilis Sporulationskontrolle

=1 Or=

KinB

/'\»_/\>

50» 3P
-l

KinD

D=

KinE

c) E.coli Anoxische Redoxkontrolle

/\>/\>—/\>
NOE 3P

Abb.5: Diversifikation der Regulationsschaltkreise in TCS -Systemen

Aus der hohen Variabilitdt im Aufbau von TCS-Proteinen ergibt sich eine ebenso hohe Variabilitat im
Phosphogruppentransferschema. a) E. coli Osmoregulation: Hier Uibertragt die orthodoxe HK EnvZ eine Phosphogruppe
direkt auf den RR OmpR der seinerseits als Transkriptionsfaktor dient. b) B. subtilis Sporulationskontrolle: Funf
orthodoxe HK KinA-E akkumulieren empfangene Signale in Form eines Multischritt-Phosphorelaissystems Uber das
Einzel-Empfanger-Protein SpoOF und die Hpt SpoOB auf dem Antwortregulator SpoOA. c) E. coli Anoxische
Redoxkontrolle:. Hier sind Rec-protein und Hpt mit der HK ArcB zu einer Hybrid-HK verschmolzen. Der Multischritt-
Phosphogruppeniibertrag findet bereits intern statt, bevor am Ende der RR ArcA phosphoryliert wird. Das eingekreiste P
steht fir einen phosphorylierten katalytischen Rest, die geschwungenen Pfeilen markieren einen
Phosphogruppeniibertrag. Die Symbolik ist analog zu Abb. 4.

Die Entscheidung ob ein TCSystem ehe einfach aufgebaut ist wie dader E.coli
Osmoregulation oder ob Phosphoredgitene wie die Sporulationskontrolle als subitilis respektive
die Anoxische Redoxkontrolle ii.coli zum Einsatz kommen, ist stark von Reiz und Reizantwort

abhangig. Generell aber steigt mit zunehmender Komplexitat der Reize und Reizantworten auch die

Komplexitéat der zugehérigen Regulationssysteme.
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4.2.3 Verteilung und Verbreitung

Die standig wachsende Zahl an sequenzierten Genomen offenba@ystE®ne als Bestandteil
aller Superreiche. Jedoch ist die Verteilung und Verbreitung innerhalBalderien, Archaeemnd
Eukaryotensehr ungleich(242). In 864 von 899 verfigbaren, komplett sequenzierten bakteriellen
Genomen findet man TGSysteme verteilt Uber alle 21 phyletischen Gruppen (TaBgll€inzig in
einigen Pathognen (z.B.Mycoplasma und Endosymbionten (z.BAmoebophilus mit stark reduzierten
Genomen fehlen si€242). Im Gegensatz zu den Bakterien findet man I&ySteme nur in 50% der
Genome von Archaeen (Tabellg Dabeiexistieren sie weder idenCrenarchaeota, Korarchaeotand
Nanoarchaeotakommenaber in 33 von 42 Genomen deuarchaeotaund demThaumarchaeotum
NitrosopumilugmaritimusSCM1, vor (242). Eukaryiotsche Geme kodieren sogar nur in 30% der Falle
TCSSysteme (Tabellg). So nutzen Pilze, Pflanzen und Schleimpilze BySteme, in der Gruppe der

Protisten und Metazoen hingegen sind sie unbekadad).

So divers widlie Verteilung der TCS uber die Reiche, ist auch der Einsatz von Hylisridnd
Hybrid-RR in Bakterien, Archaeen und Eukaryoten. So machen Hytifidveniger als 20% aller HK in
Bakterien aus und in 5 von 21 phyletischen Gruppen fehlen sie {4 (Tabelle2). Im Gegensatz
dazu sind mehr als 90% aller eukaryotischen HK Hybride und man findet sie in allen Gruppen, die TCS
nutzen (242) (Tabelle2). In Archaeen wiederunmachen HybrieHK nur 1% aller HK aus(242
(Tabelle2). In der Gruppe der hybriden RR findet man aber interessanterweise eine zu derHHybrid
inverse Verteilung (Tabell2). So sind mehr als 30% der archaed®h Hybride in Bakterien kommen

sie nur zu ca. 3% vor und in Eukaryoten fehlen sie gar v@g) (Tabelle2).

Tabelle 2: Genomische und phyletische Verbreitung von TCS-Komponenten

Bakterien Archaeen Eukaryoen

Genomisches Auftreten

Genome gesamt 899 67 55
Histidinkinasen 857 30 1
Hybrid-Histidinkinasen 561 5 15
Antwortregulatoren 862 34 15
Hybrid-Antwortregulatoren 258 17 0
Histidin-Phosphotransfeasen / Andere 220 2 15
Taxoromische Gruppen 21 5 5
Histidinkinasen 21 3 1
Hybrid-Histidinkinasen 16 1 3
Antwortregulatoren 21 2 3
Hybrid-Antwortregulatoren 15 1 0
Histidin-Phosphotrangerasen / Andere 11 1 3
Histidinkinasen 20.862 546 7
Hybrid-Histidinkinasen 4,717 8 86
Antwortregulatoren 26.962 304 80
Hybrid-Antwortregulatoren 923 142 0
Histidin-Phosphotrangerasen / Andere 329 4 18




Einleitung

4.2.4 Evolution

Die Entstehung der TCS sowie deren Ausbreitung und Diversifikation innerhalb der drei grof3en
Reiche des Lelms kann mittels bioinformatischer Analysen visualisiert und nachvollzogen werden. Auf
der Basis von Sequenzéahnlichkeiten konservierter Domanen werdeRrb@&e mittels Blag{r) oder
dem HidderMarkov-Modell (113) klassifiziet. Aber auch Doméanenanalysen werden geng&tS
Proteine einzustufe(6). Phylogenetische Baume allein geben oft schon Aufschluss Gber Beziehungen
zwischen den Klassen(113 247). Gleichfalls ermoglicht die Doménenstruktur Aussagen Uber die
Evolutionsgeschiclet der TCSProteine (225. Tiefergehende Untersuchungen ieben zusétzlich

relative Haufigkeit und Verbreitung mit ein und kntipfen so evolutionédre Bezieh(@2&247).

Aufgrund des einfacheren Aufbaus, der groReren relativen Haufigkeit, und der Mannigfaltigkeit
sowohl sensorischer als auch regulatorischer Domanen nimmt m&Cdals Vorlaufer der TCS an
(225. Gestitzt wird diese These durch die Aussage, dass der letzte gemeinsame Vorfahr der drei Reiche
des Lebens wakcheinlich ein solches System besalR. Die TCS hat sich dann spater in einem friihen
Bakterium entwickelt und diversifizierf225. Durch vielfache Ereignisse horizontalen Gentransfers
streute die TCS auch in Archaeen undk&yoen (113) und setzte sich bis heute aReiz
Regulationsmechanismus erfolgreich durch. Dabei besitzen verwandte Arten ortholo§yJ€@8e, die
Antworten auf die gleichen Signale der Umwelt vermitt€lii7). In einigen Fallen decken sich die
Antworten zwischen verschiedenen Arten. In anderen Féllen jedoch untdesthge sich sowohl
qualitativ als auch quantitativ und spiegeln so Anpassungen an die entsprechende 6kologische Nische
wider. Insbesondere diese Unterschiede blieben bis in die jlingste Vergangenheit vefborgebas
Wissen war beschrankt auf einige wenige Modellorganisnhgtogenetisch weit auseinander liegender
Gruppen mit geringen genetischen Uberlappungsbereictif. Die steigende Zahl bioinformatischer
und experimenteller Studien aus den letzten Jahren an ndher verwandten Arten gaben aber erste Einblicke
in die Evolution von TCKreislaufen. Eine zatrale Rolle nehmen hierbeiie RR ein, die spezielle

DNA-Sequenzen binden und so als Transkriptionsfaktoren unmittelbar die Genexression steuern.

DNA-Bindestellen

Der Verlust urspringlice und die Rekrutierung neuer DNBindestellen fir
Trankriptionsfaktoren ist hauptverantwortlich fir die Evolution der Genregulation in hoheren
Eukaryoen (21, 50, 53, 152, 168, 224). Einzelne Gene kdren so artspezifisch differentiell transkriltier
werden ohne die Expression rkgulierter Gene zu beeinflussen. Auch in verwandten Bakterien
regulieren orthologe Transkriptionsfaktoren unterschiedliche Gene. Genomweite experimentelle
Analysen zeigten, dasair ca. 30% der durch den RR PhoP regulierten GeBalmonelleentericaauch
in Yersiniapestisund anderen Bakterien reguliert sifi#8). Am Beispié der Polymyxin B- Resistenz in
Enterobacteriaceae (Abb. 6) wird deutlich, wie die Evolution von DNBindestellen
Regulationskreislaufe beeinflusst und spesigszifische Antworten auf gleiche Stimuli entstel§én,

177).
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Architektur regulatorischer Kreislaufe

Die Architektur orthologer Regulationssysteme kann spespegifisch, von direkter
transkriptionder Kontrolle bis hin zu komplexen vielstufigen Regulationskreislaufen variieren. Das
schliet Feedbaekund Feedforwar&chleifen, sowie regulatorischidkaskadenmit ein (4). Solche
strukturellen Variationen in orthologen Regulationssystemdrermantscheidenden Einfluss aBfad

oder/und die Kinetik mit der Genprodukte synthetisiert weKden

Wie in Abb.6 erlautert kontrollieren S.enterica und Y.pestis die Transkription der
PolymyxinB 1 Resistenzgeng@bgP und ugd in voneinander abgewandelten Regulationskreislaufen in
Abhangigkeit der Mg-Konzentration (238). Mathematische Modelle zeigen fiir den indirekten

Regulationskreislauf aus Salmonella  Signalamplifikation, Expressionspersistenz und

Expressionsverzégerungen, relativ zur direkten Regulatio. pestis (177). Der Austausch des die

PolymyxinB-Resistenz vermittelnden Kreislaufs Yersiniamit dem Kreislauf ausSsalmonellasorgte

dann in denrekombinanteny.pestisStamm fur eine erhdhte Resistenz gegen PolymBx{h09 und

verdeutlicht einmal mehr die Bedeutung der Evolution regulatorischer Systeme in Abhédngigkder

Okologischen Nische in der ein Organismus lebt.

Mg" Mangel Feir Abb.6: Evolution der Regulationssyste me der Polymyxin B
| Antibiotikaresistenz ~ (177)
n PhoQ n PmrB i o . .
- =k Regu_latorlsche K‘relslaufe_steuem die Expression von p_bgP_ und
[ e0EE PhoP ® Emd) 5 vermitteln so eine Resistenz gegen das Peptidantibiotikum
Frofs - Oy Polymyxin B in Enterobakterien. Der Schaltkreis in Yersinia pestis
K_/_\ [,,,,gp beinhaltet die direkte transkriptionale Kontrolle von pbgP durch
e PhoP, welches seinerseits in Anwesenheit von Mg** durch PhoQ
e == a!<tiviert wird. Darpber hinaus stimu!iert das 3P+mrAB-_'I'CS-Syste‘rn
| die pbgP-Expression in Anwesenheit von Fe”". So findet man in
n o n o d_gr Promotorregion von pbgP (Y. pestis) sowohl DN_A—Blnd_‘emot_lve
o = fur RhoP__ (b_Iaue Bo_x) und PmrA (rote Box). Y. pest|§ reprasent_lert
= PhoP ® Pmed) ) damit moglicherweise den Urtyp der pbgP Regulation. Vergleicht
Thel e man diesen Regulationskreislauf ~ mit denen aus anderen
I | poge |  Enterobakterien, so ist die direkte transkriptionale Kontrolle von
G ) pbgP durch PmrAB in Antwort auf Fe® konserviert. Die
» Auspragung der Polymyxin B Resistenz in Abh. von Mg*-
il Fle?' Mangelbedingungen variiert spezies-spezifisch. In S. enterica z.B.
n Shoq n o wird die Polymyxin B Resistenz unter Mg®*-Mangel-bedingungen
indirekt vermittelt, indem PhoP die Expression von pmrD
L] Hypothetisches g G n;:;\___r stimuliert. PmrD seinerseits aktiviert PmrA, welches wiederum in
msmacs Pnop® @A einer Feedback-Schleife die Expression von pmrD negativ
| _.(PmrD e l reguliert. Der Regulationsschaltkreis in Klebsiella pneumoniae
=y e beinhaltet beides sowohl die direkte Regulation von pbgP wie in
: ' Y. pestis als auch die indirekte Regulation wie in S. enterica,
st manat Fle“ verzichtet aber auf die dortige negative Feedback-Schleife. E. coli
zuletzt exprimiert keine PmrA aktivierten Gene in Abh. von Mg?*-
ﬂ Ehod ﬂ k= Mangel mdglicherweise weil ein stark diversifiziertes E. coli PmrD
S anTerics Ph;_\ = : die Fahigkeit verloren hat PmrA zu binden. Damit ist auch hier die
Phap® Auspragung einer Polymyxinresistenz auf Abhangigkeit zu Fe®
beschrankt.
Mg” Mangel Fe™
|
n PhoQ n PmrB
“E. coli & /'_\
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Kern- und Speziesspezifische Funktionen konservierter Regulationssysteme

Das Regulon konservierter Regulationssysteme kann auf der Grundlage phylogenetischer
Untersuchungen in zwei Gruppemterteilt werden (Abb. 7). Die eine Gruppe des Regulons umfasst
Gene, die in allen Spezies mit dem entsprechenden Regulationssystem vorkommen und gleichzeitig von
diesem reguliert werden (Abb. 7). Die andere Gruppe umfasst einen variablen Satzsgeeifiesher

Gene(Abb. 7)(177).
Abb.7: Funktionen von Transkriptionsfaktoren 77)

J EEE—
Spezies A Spezies B Spezies C Drei verwandte Bakterienarten (Spezies A, B, C) mit
konserviertem orthologen Transkriptionsfaktor variieren
@ oo | @ @ in den Genen, die sie regulieren. Nur zwei Zielgene
/ \\ / \ / \ (gelb und orange) werden in allen drei Arten reguliert.
A z X Sie vermitteln die sogenannten Kernfunktionen, die
) e ST =0 = | Girekt auf ein Signal aus der Umwelt antworten oder
l l | | ] l l | Menge und Aktivitit des  Transkriptionsfaktors
bestimmen. Im Gegensatz dazu gibt es in jedem
Cemfurkionen] Gmen (™) Fonionen (<] kionen | Bakterium  Gene d?e von dem '?ranskriptionsj,faktor
= = = spezies-spezifisch reguliert werden (grun, blau, braun
Antwortet auf Signale aus der Umwelt. die das Regulon aktivieren und lila). Sie stellen eine Anpassung an die jeweilige
Reguliert Konzentration und/oder Aktivitat des Transkriptionsfaktors .. . .
Okologische Nische dar.

Untersuchungen an verschiedenen regulatorischen Systemen ordnen den beiden Gruppen sehr
unterschiedliche Funktionen Z177). Der Kernsatz an Genen kodiert fir Proteine zustandig fur die
Regulation des Regulationssystems und fiir Proteine, die in direktem Zusammenhaem 18tirdulus
stehen, der fur die Aktivierung des Regulationssystems verantwortli¢tvigt Die eziesspezifischen
Gene im Regulon dagegen, stehen im Zusammenhang mit dem Uberleben in der 6kologischen Nische, die
der Organismus besiedéi78 191).

Speziesspezifische Gene und horizontaler Gentransfer

Nahe verwandte eukaryotische Spezies unterscheiden sich nur sehr geringfigenkez die
Proteine fur die sie kodieren. So findet mamehr als 99% aller protdindierenden Mausgene auch ein
Ortholog im Menschen(233). Im Gegensatzdazu Uberlappen die Genome uropathogener,
enteroharnarrhagischer und kommensalischEércoli nur zu etwa 39,29%235. Die z.T. drastischen
phanotypischen Untersiglile in nahe verwandten Arten spiegeln daher deutlich die extensiven
Modifikationen wider, welchen bakterielle Genome unterzogen weideaicht zuletzt durch massiven
horizontalen Gentransfer. Bakterien erlangen so schnell neue Eigenschaften wie Virulenz,
Antibiotikaresistenzoder die Féhigkeit neue Kohlenstoffder Energiequellen zu nutzh67, 171).
Horizortal erworbenedDNA-Sequenzen akkumulieren oft in bestimmten Genregionen sogenannten Inseln
(177). Diese Inseln kodieren sowohl die Strukturgene fiir die neue Fahigkeit, als auch regulatorische
Elemente, welche die Expression der Strukturgene stéliérh Trotzdem kann ein Bakterium nur dann
von der neuen Benschaft profitieren, wenn sie zur rechten Zeit und im Einklang mit urspringlichen
Eigenschaften ausgepragt wird. Daher werden neuen Eigenschaften in bestehende regulatorische
Netzwerke integrier{54). Zum Beispiel wird die Pathogentitatsinsel €Pin S.entericadurch das im

selben Genlokus kodierte TES/stem SsrB/SpiR regulie(®8), welches seinerseits unter der Kontrolle
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der TCSSystemeOmpR/EnvZ, undPhoP/PhoQ steh{58). Die Omniprasenz horizontal transferierter
Gene fihrte sogar soweit, dass einige urspriinglichelR@onssysteme primar deren Expression steuern
und nur noch sekundar urspriingliche Funktionen ausiefindet marz.B. zu mehr als der Hte der

Gene, die durch PhoP/PhoQ in Salmonella reguliert werden kein orthologes Gen, geht man mit seiner

Suche Ubr die Gattungsgrenzen hingis'g).

Zusammengefasst kann man sagen, dass horizontal transferierte Gene eher komplexer reguliert
sind als ursprunglichél85, 188). So sollen Nebeneffekte unphysiologischer Auspréagung einer fir den

Organismus neuen Eigenschaérmieden werden.

Verluste und Zugewinne von Transkriptionsfaktoren

Bioinformatische Analysen mit den regulatorischen Netzwerdken Transkriptionsfaktoren aus. coli

und B.subtilis als Sonden zeigten fiir hunderte von bakteriellen i8pez dass
TrarskriptionsfaktofZielgenPaare auch zwischen nahe verwandten Arten kaum konservie(8sir&#}

186). Mehr noch,wenn uberhaupt eine Konservierung bestbbtrifft diese eher die Zielgene als die
zugehorigen Regulationssysteme.

Untersuchungena n 30 s e ( uvpeoreabakerniellee Genamen auf das Vorhandensein von
Transkriptionsfaktoren offenbarte dass nur 13 von 143 Transkriptionsfaktoren in allen 30 Genomen zu
finden sind(84). Diese 13 sind globale Regulatoren oder stehen an der Spitge regulatorischen
Kaskade(84). Allgemein gesprochen: Je mehr Zielgene ein Transkriptionsfaktor hed#gto breiter ist

er phylogenetisch verteilt.

4.3 Anoxische Redoxkontrollei Das Arc-Zwei-KomponentenSystem

Vor der Entstehung photosynthetisch aktiver Bakterien und Archaee Sauerstoff in der
Erdatmosphére praktisch nicht existent. Die Anreicherung groRer Mengen gelosten Sauerstoffs in den
Ozeanen und freien Sauerstoffs in der Atmosphare vet,88rd. Jahren brachte das anaerobe Leben
jener Zeit fast zum Aussterb€B2). Doch genauso grof3 wiger Schaden, angerichtet durReaktive
SauerstoffSpezies (ROS)253), an einer Zdéé auch sein kann, so enorm ist auch der energetische
Gewinn durch die aerobe Respirati¢h43). Fakultativ anaerobe Bakterien wie z.B.coli und
S.oneidenss MR-1 passen ihren Stoffwechsel je nach Sauerstoffverfligbarkeit an. Dabei steht die aerobe
Respiration in der Hierarchie klar tber der anaeroben, die ihrerseits dem fermentativen Stoffwechsel
vorgezogen wird143). Diese Hierarchien einzuhalten und den Metabolismus entsprechend anzupassen
bedarf es regulatorischer Systeme die bereits durch Kontrolle der Transkription die Stoffwechselwege
entsprechend beeinflesn. Oft arbeiten auf dieser Kontrollebene mehrere SdXesgulatorproteine

zusammen (Abb.8 und 9hr Zusammenspiedrmdoglichteine optimale differentielle Genexpression.
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Abb.8: Genregulation in Abhangigkeit von Sauerstoff und Nitrat in E. coli

Sauerstoff, Nitrat und Fumarat bilden in E. coli die drei wichtigsten terminalen Elektronenakzeptoren. lhr Vorhandensein
oder ihre Abwesenheit unterliegt komplexen Regulationsmechanismen. a) Die TCS-Systeme NarXL und NarQP messen
den Nitrat/Nitritgehalt der Umgebung und antworten mit entsprechender Regulation der Gene im
Nitrat/Nitritstoffwechsel. b) Das Arc-TCS misst den Sauerstoffgehalt der Umgebung iiber den Oxidationsstatus des
Chinon-Reservoirs der inneren Membran und leitet in Abh. davon eine Antwort ein. ¢) Der Transkriptionsfaktor FNR
misst den Gehalt an geldstem Sauerstoff in der Zelle direkt Uber ein 4Fe4S-Cluster und kontrolliert so die Gene des
anaeroben Metabolismus. Gerade Pfeile zeigen den Weg des Signals zum Sensor; Geschwungene Pfeile zeigen die
Wege des Proteingebundenen Phosphates ( P ). IM: Zytoplasmamembran; CM: Zytoplasma

Unter anaeroben Bedingungen ist der bevorzugte Elektronenakzeptor Nitrat. Sein Metabolismus
wird durch die TCSSysteme NarX/L(211, 212) und NarQ/P (187, 211) gesteuert (Abb. 8a). Die
transkriptiorale Antwort auf Sauerstoff vermittelthas ArcA/B TCSSystem(95, 98) (Abb. 8b und der
globale RegulatoFNR (121) (Abb. 89.

Unter anaeroben Wachstumsbedingungen stimufiBiR dabeidie Produktion von Proteinen
beteiligt an der anaeroben Respiration und repringégichzeitig die Expression von Genen deren
Produkte unter aeroben Hadungen Funktionen Ubernehmevergleiche der Expressionsprofile von
E.coliginrmitE.coligarcAz ei gt en dass | d e r EQelingar betreffereistauéhx pr es si on
durch ArcA reguliert werder{197, 198 (Abb.9). Als globales TCSystem reguliert damit ArcA/B

genau wie das Regulatorprot&iNR die Antwort auf schwankenden Sauerstoffgehalt der Umwelt.
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Top 500 Gene reguliert durch Arc Top 500 Gene reguliert durch Fnr

Top 500 Gene reguliert durch Sauerstoff

nach Salmon et al. 2005 (198)
Abb.9: Zusammenspiel der globalen Regulationssysteme Arc und FNR in Abhé&ngigkeit von Sauerstoff

In der Regulation auf verschiedene Sauerstoffkonzentrationen in der Umgebung arbeiten die globalen Regulatoren Arc
und FNR zusammen. Das Venn-Diagramm zeigt dabei jeweils die 500 prominentesten Gene in der Regulation durch
Arc (oben rechts), FNR (oben links) und Sauerstoff (unten Mitte).

4.3.1 Arc-Regulon inE. coli

Obwohl ArcA und ArcB anfanglich nur identifeat wurden, intrans das die Succinat
DehydrogenaskodierendeOperonsdhzu kontrollieren(95, 98), stelltesich bald heraus, dass Mutationen
in arcA oder arcB pleiotrope Effekte auf die Produktion vieler aerob arbeitender Enzyme haben. Das
schliecCt Enzyme des Kr ebs idation son FeEsauren, friavodroteinee i | i gt
und die UbichinorOxidase mit ein(98). So findet man im Krebszyklus die Expression der Gene der
Citratsynthase, der Aconitase, der IsociPat h'y d r o g e n-Hetoglytaratbehydrogdhase, der
SuccinatDehydrogenase, der Fumarase und der Maddtydrogenase betroff€th43). Darliber hinaus ist
in E. coli garc auch die Expression vone@en erhoht, die fur die Zulieferung von Kohlenstoffvorstufen
in den Krebszyklus nétig sind. Dazu zéhlerLactatDehydrogenase, dDactatDehydrogenase, und
PyruvatDehydrogenasd€143). Im Fettsdureabbau gehéren die AG0A-Dehydrogenase und die- 3
HydroxyacytCoA-Dehydrogenase, im Glyoxalatzyklus die IsocHrgise und im Phosphoenolpyruvat
Phosphotrarferasesystem (PEPTS) IICBGIc, zu de Proteinen, deren &duktion in E. coli garc
verandert is{105).

Aufgrund der Tatsache, dassHEncoli garc die meisten Zielgene eine erhéhte Genexpression
zeigen, wurde angenommedass ArcA in seiner aktiven Form als Repressor arbeitet. Spéater konnte
jedoch ArcA in Funktion eines Aktivators nachgewiesen werden. Zum Beispiel die Produktion der
PyruvatFormiatLyase, einem Enzym, bei fermentativen Bedingungen fir die Spaltung yramalPi
unter Freisetzung von Ameisensatreverantwortlich, wird von ArcA unter anaeroben Bedingungen
stimuliert(207).

Die bisher angesprochenen Proteine sind auf die eine oder andere Weise am respiratorischen
Metabolismus beteiligt, doch beeinflusst das -A€S Sysem daruber hinaus auch die Produktion von
Proteinen deren Funktion in keinem Zusammenhang mit dem katabolen Stoffwechsel steht. Dazu gehdren
Proteine, die am 4JPlasmidTransfer beteiligt sind(96, 207, 208, das NukleotieExcisions
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Reparaturprotein UvrA(169 und sogar der generelle Str&digmafaktor RpoS werden in ihrer

Produktion aufranskriptionéer Ebene direkt negativ reguligt50).

Man geht heute davon aus, dass zwischen 100 und 150 Opersindirekt Gber das Arc
TCSSystem reguliert sind und ca. 9 % aller offenen Leserahmen (ORE)dali direkt und/oder
indirekt durch Arc beeinflusst werd€éh29).

4.3.2 Antwortregulator ArcA in E. coli

ArcA wurde vor mehr als 25 Jahren als BERmtein identifiziert weil sicharcA-
Deletionsstamme sich in Anwesenheit der Baofie Toluidinblau und Methylenblau wachstumssensitiv
verhielten (55). Das GenarcA kodiert ein ca. 2&Da groRes Polypeptid mit 238ninosauren (aa).
Sequenzvergleiche mit anderen bakteriellen Proteinen zeigten, dass ArcA ein typischer Antwortregulator
ist, bestehend ausiner aminoterminalen Reand eirer carboxyterminalen HehlXurn-Helix-DNA-
Bindedoméne (98). Das konservierteArcAps, innerhalb der Re®oméne wird wahrend der
Signalluibertragung von der H&uf den RR phosphoryliert und aktiviert ArcA als Transkriptionsregulator
(104). Vermutlich existiert ArcA in seiner inaktiven Form als Dimer und bildet nach Phosphorylierung
oktamere Strukturen aif$04). Diese Strukturen bestehen im Verhéltnis 1:1 aus einem phosphorylierten
und einem unphosphorylierten Prote{h04). An dieser Oligomerisierung sind sowohl dizNA-

Bindedoméne als auch drecDoméne beteilig(104).

4.3.3 Sensorkinase ArcB inE. coli

Die HK ArcB komplettiert als Interaktionspartneorv ArcA das AreTCS System. Das Gen
arcB kodiert fur ein 77&a langes und 88a schweres Protein. Zwei TransmembBomanen (TM
Domaneyerankern Uber eine kurze periplasmatische Briicke ArcB in der Menfpéari19). Eine
Linker-Region mit putativen_eucinZipper (68) und PASDoméane (218 vemindet die zweite TM
Doméne mit der katalytischeRegion der HK. Diese bestehttirminal aus einer pnaren Transmitter
Region (Kinasedoméanehit dem konservierterArcB-HK g, €iner zentralerRecDomane mit dem
konservierten ArcB-Regss;s und einer zweiten Transmitt®egion Hpt-Domé&ng mit einem
konservierterArcB-Hpty717 (92, 97) (Abb. 13).

Transmembranregion

Die meisten HK bsitzen periplasmatische Regionen mit einer Lange von caad %Md man
nimmt an, dass diese Region eine Rolle in der Signalaufnahme (8di8lt Im Gegensatz dazu umfasst
der periplasmatische Bereich von ArcB nurak6 Das wirft die Frage auf ob dieser Bereich an der
Signalaufnahme beteiligt ist. Sowohl Mutagenesen in der penmtischen Region als auch
Substitutionen der TMDomane mit entsprechenden Fragmenten von MalF brachten Proteine hervor die

in ihrer Funktion nicht beeintrachtigt war¢hl19). Die TM-Doméanen dienen daher mdglicherweise nur
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als Membrananker, welcher eine Interaktion der zytoplasmatischen Region ArcBs mit Elementen, die am

Elektronentransport tber die Membran beteiligt sind, ermogict8).

Leucin-Zipper

An die TM-Doméanen schlie3t sich eine-8aquenz andie als strukturelles Element einen
sogenannten LeuciBipper aufweist(1). Dieser ist gekennzeichnet durch vier Leucinreste im Abstand
von je sieba aa sowie einer amphipatische Helix mit hydrophoben Resten auf der einen Seite und
hydrophilen Resten auf der anderen Seite. Dieses Strukturelement ist an der Bildung homodimerer oder
heterodimerer Proteine unter Auspragung einer dimeren GGiddd-Struktur beteiligt Normalerweise
findet man LeucirZipper in regulatorischeidDNA-Bindeproteinen(l, 28), aberes gibt sie auch in
Membranproteinen ohndNA-Bindefunktion (124, 244). Computergestitzte Untersuchen an der
Sekundarstruktur von ArcB bestatigen den Letigipper mit seinen konservierten Resten in Position 73,

80, 87 und 9468). Mutationsanalysen an den konservierten Leucinresten zeigen einzig fiimaeh
Substitutionmit Alanin einen Effekt auf die Funktionalit&ion ArcB (146). Damit handelt es sich fur die

Autoren nicht um einen Leucidipper im eigentlichen Sinne.

PAS-Doméne

Sequenzvergleiche zeigen, dass sich an den Leucinzipper eine sogenannfeomiise
anschlie3t(252). Dabei ist PAS ein Akronym, geformt aus dem Namen dreier Proteine. Das fur die
circadiane Rhythmik inDrosophila verantwortliche ProteinPer, der ArytHydrocarborRezeptor
NuklearTranslokator in Vertebratefirnt und darosophilaA Zi el st r e b iSmklél).t spr ot ei n i

Die Ubergeordnete Faltungsstruktur PAS findet man sowohl in Bakterien als auch in Archaeen
und Eukaryoen (183 252). In Prdaryoken ist sie oft Bestandteilon Sensorkinasen. PAS bindet als
Kofaktoren eine ganze Reihe kleiner Molekile wie Ham, FladaninDinukleotid (FAD), oder das
Chromophor 4Hydroxycinnamyl (252. Damit konnen Uber PAS molekularer Sauerstoff,

Redoxpotentiale oder auch Licht sensorisch erfasst wéabh

Auch fur ArcB nahm man an, dass die RBSmane zur Wahrnehmung von Redoxpotentialen
dient (146). Gestutzt wird dies durciTranskriptionsanalysen irarcB-defizienten Stammemach
Deletionen oder Substitutionen in der ArcB RBS8mane(118 146). Dennoch ist die Bedeutung der
PAS-Doméne zur Signhalwahrnehmung umstritten. So gleichen sich ArcB Homologe aus
Salmonellayphimurium  Vibrio fischeri Y.pestis Erwiniacarotovorg und E.coli in ihrer
Domanenstruktur vollstédndig, doch existiert auch ein ArcB HomologHaursfluenzae(144), welchem
die sensorische PRADomane fehlt(144). Interessanterweise kann das Einbringen von AfgBenzaein
E. coli garcB den E. coli Wildtyp-Phanotyp unter verschiedenen Redoxbgadngen wiederherstellen
(69, 144). Moglicherweise spielt die PABomane daher eher fir solche Organen eine Rollederen

Umwelt gréReren Schwankungen unterliegt als dieWonfluenzag69).
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Signal und Signalaufnahme

Obwohl das AréeTCSSystem beim Uergang von aeroben zu anaeroben
Wachstumsbedingungen progressiv aktiviert wkdnnte gezeigt werden, dass molekularer Sauerstoff
nicht direkt ArcB stimuliertsondern vielmehr der Oxidationstatus des ChiRoonl der Membrar(143)
(Abb. 8 und10). E. coli synthetisiert drei Chinontypen, Ubichinon, Menachinon und Demethylchinon.
Diese fungieren als Adapter verschiedener Elektronendama ElektronenakzeptdEnzymkomplexe
(77, 226). Die HK ArcB reagiert dabei aber nicht auf die reduzierte Form der Chinone als
Aktivierungssignal, sondern vielmehr wird ArcB durch einen oxidierten Chinonpool inak{ii/8:1142).

Zwei korservierte CysteinresteA(cB-PAS:150 und ArcB-PAS:,41) innerhalb der PA®omaéane spielen
bei der Stilllegung ArcBals Kinase eine entscheidende R¢142).

Anaerob ‘:’ Aerob

0%  Kinaseaktivitit

Abb.10: Mechanismus zur Inaktivierung von ArcB in E. coli

Der Wechsel von einer anaeroben in eine anaerobe Umgebung fiihrt zu einer Oxidation des Chinon-Reservoirs in der
Membran. Das ermdglicht einen Elektronentransfer von reduziertem ArcB-PASc;g, auf oxidiertes Chinon und fihrt zur
Auspragung einer intermolekularen Disulfidbriicke zwischen zwei ArcB-Monomeren. Diese Disulfidbriicke ihrerseits
bedingt eine Rotation der beiden ArcB-Monomere zueinander und reduziert die Kinaseaktivitat von ArcB um 85%. Bleibt
das Chinonreservoir weiterhin oxidiert, bedingt durch einen schnellen Elektronenfluss auf Sauerstoff, wird die Bildung
einer zweiten Disulfidbriicke am ArcB-PASc,4; induziert, die die Kinase vollstandig deaktiviert.

In vivo und in vitro Versuche zeign fir beide Cysteinreste eine Oxidationn Abh&ngigkeit
zum Chinonpool der Membrain unter Bildung einer intermolekularen Disulfidbriicke zwischen zwei
ArcB Monomeren(142). Das wiederum fiuhrt zu einer relativen Rotation der beiden ArcB Monomere
zueinander und verhindert die Phosphorylierung der inteRezDoméane und somit auch von ArcA
(118 142). Die Inhibition der Kinaseaktivitat ist dabei zu 85% VaneB-PAS:1gound zu 15% vomrcB-
PAS:»41abhéangig142).
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4.3.4 Arc-System vonShewanella

Innerhalb der Gattungshewanellakann ein demE. coli orthologer RR ArcA leicht Uber
Sequenzahnlichkeiten identifert werden. Mit 81% Identitdt ist ArcA eines der am héchsten
konservierten Proteine zwisché&oneidensiMR-1 und E. coli (75). In in vivo Experimenten korte
gezeigt werden, dass ArgAq S.oneidensidMR-1 garcA und ArcAs.oneidensisir-1  E- COli qarcA
phanotypisch kreuzkomplementieren konr{@g). Auch kesitzt ArcAs oneigensisir-1 €iN€ ZUE. coli ArcA
nahezu identisch®©NA-Bindestelle (67, 75). Beide Proteie gleichen sich demnach strukturell und
funktionieren mechanistisch &hnlich. Dartber hinaus vermittelt AfAneidensidMR-1 wie auch
ArcAe. coi €ine Antwort auf den wechselnden SauerstoffgetedtUmwelt So kannS.oneidensisMiR-1
gqarcA mit DMSO als terminalen Elektronenakzeptor nicht mehr wacliggn206), aer auch unter

aerolen Bedingungen ist das WachstemerDeletionsmutantemrcA gestort

Transkriptomanalysen vagmrcA zeigten verglichen mit denWildtyp, die Regulation vomehr
als 1000 Genenerandert(67). Interessanterweise ist der Uberlappungsbereich der Regulons im Arc
System furS.oneidensigMR-1 undE. coli klein (67).

Innerhalbder Genome vork. coli und S.oneidensidVR-1 findet man bis zu 2183 orthologe
Proteine(67). Das entspricht einem Konservierungsgrad fir beide Genome von ca. 50%. Hingegen
Uberlappen von den bis zu 50 $nhoneidensisviR-1 direkt durch die AreTCS regulierten Operons mit
den 82, identifiziert irE. coli (67, 129, nur sechs. Uber 90% der Regulation ist damit spespegifisch
differentiell. Es stellt sich die Frage wie die AFES trotz hdver Konservierung des RR ArcA in
Anpassung an die unterschiedlichen 6kologischen Nischen evolviert ist und was zu der fundamentalen
Verschiebung der ArcAMDNA-Bindestellen inShewanella verglichen mitE. coli, gefuhrt hat. Eine
Moglichkeit besteht imVerlust oder Zugewinn regulatorischer Komponenten und der daraus
resultierenden veranderten Architektur und Dynamik im bestehendes8y&t8m (Abb. 5 und 8).

Im Falle desShewanellaArc-Systems kann man im Gegensatz zu ArcA eine korrespondierende
Sensorknase ArcB Uber Sequenzvergleiche nicht identifizieren. Nur dpteHptA zeigt signifikante
Homologien zum E€Terminus vonE. coli ArcB (75). Genetische Studiemplizieren eine Verbindung
beider Proteine im selben TESstem doch bleibt die Frage nach der korrespondierenden Kinase zu

ArcA in diesem atypischen Ar8ystem weiterhin unbeantwortet.
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5 Ergebnisse

5.1 Arc-System vonShewanellaoneidensisMR -1

5.1.1 SO_0577 Eine mogliche Sensorkinase zu ArcA

DasGenom vorS.oneidensisviR-1 kodiert fiir 44putativeHistidinkinasen KIK) darunter neun
Hybride als madgliche Interaktionspartner von Ard&1). Um die Anzahl mdglicher Kandidaten zu

reduzieren legte ich folgendschKriterien fest.

1. Bioinformatische Vergleiche vonE.coli arcB/ArcB mit dem S.oneidensisViR-1
GenomProteom fuhrten zu keinem eindeutigen Ergebmi8ezaug auf Domanenstruktur oder
Sequenzahnlichkeit Andere orthologe HKs wie z.B. EnvZ oder BarAlassen sichin
S.oneidensiMR-1 hingegenleicht identifizieren. Somit kdnnen annotierte Gene/Proteine bei
einer ersten Suche au3er Acht gelassen werden.

2. In orthologen ArcSystemen ist die korrespontBadeKinase zu ArcA nie orthodox sondern
stetsein Hybrid Die Phosphogruppe wird dakieieinem Multi schritt-Phosphorelaissystem auf
ArcA transferiert Esist gut vorstellbardassgleichesauchfir S.oneidensisviR-1 zutrifft.

3. Die Anwesenheit derHistidin-Phosphotrarfsrase (Hpt) HptA in S.oneidensisMR-1 als
Interaktionspartner von ArcA unterstiitzt die Vorstellung esmshenkomplexenMultischritt-
Zwei-KomponenterSignaltransduktiongstems(Multischritt-TCS-System)und macht dariber
hinaus das Vorhandensein eit¢pt-Doméne als integraleBestandteil des putativen Hybriden
Uberflissig.

4. Sowohl der AntwortregulatofRR) ArcA als auch dieHpt HptA sind innerhalb des Genus
Shewanellahochkonserviert. Der giche Grad an Konsemtiung trifft vermutlich auch audie
gesuchte Sensorkinase zu

5. Ebenso wie inE.coli steuert das ArSystem inS.oneidensidviR-1 die Genexpression in
Abhangigkeit von Sauerstoffgehalt der UmgebunDabei spielt inE. coli die ArcB-PAS-
Domaéneeine entscheidende RallElr dasS.oneidensidMR-1 Arc-System ist daher eine HK
mit PAS Sensorikebensaut vorstellbar.

6. Werden Kinasen mit einem Antwortregulator #lanskriptionde Einheit kodiert, so sind sie
meist auch Interaktionspartnén gleichen TCSSystem.Im Gegensatz dazu werdeerdRR
ArcA sowie dieHpt HptA genetischisoliert von anderen TC®roteinen kodiertAusgehend
davon kann man hypothetisieren, dadges auch fur die gesuchte Sensorkinase im
S.oneidensiMR-1 Arc-Systemzutrifft.

Legt man alle Annahmen zu Grundeso ist die HybrieHK SO_0577 (Abb.11 und 13 der

wahrscheinlichste Kandiddtir die bis jetzt unbekannte korrespondierende Sensorkinase zu ArcA in
S.oneidensiMR-1.
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5.1.2 Bioinformatische Charakterisierung von SO 0577

Der annotierteORF von SO_0577 umfassB.457bp und wird entweder monocistronisch
transkribiert oder als Bestandteil eines Operons dem stromauf bzw. abwaérts gelegenen
hypothetischerGeren SO_0576 und/oder SO_057&bb. 11). Das koderte Proteirbesteht aus 1.18&
mit einer molaren Masse von 134«[Pa und wird alsHybrid-HK unbekannter Funktion vorhergesagt.
AminosaureSequenzanalysepostuliereneinen groRen aminotermiral periplasmatischen Bereich mit
CaCheDomaneals mogliches sensorischEfement(5). Die sich anschlieBendeM-Doméane verankert
SO_0577 in der inneren émbran. Der zytoplasmatische carboxyterminale Bereich besteht aus einem
sensorischen Bereich mit zwei PA®méanen und einem katalytischen Bereich mittidiskinaseregion
(HK-Doméane)und zwei Empfangerdoman¢RecDomane)(Abb. 13). Damit weicht SO_0577iseiner
Domaénenstruktur fundamental von bekannten ARtBteinen ab. Dariiber hinaus finden sich auch keine
signifikanten a&equenzahnlichkeiten zwischen AgcH; und SO_0577 (Abbhl3). Um diesen
Unterschieden Rechnung zu trageind SO_0577 im Folgereh nur noch als ArcS bezeichmgtd

Vergleicht manArcS mit denProteomeranderer Shewanellesolasstsich leicht ein orthologes
Proteinidentifizieren.Dabei sind alleorthologen Proteineu ArcS mit mehr als82% aasequenzidelgch
(Tabelle 3. Dengleichen Grad der Konservierung stellt man auch fur HptA fest (TaBelEbens wie
die ProteineArcS und HptAhat sich auclder genetische Kontext vohptA sowie arcS innerhalb des
GenusShewanellaerhalten (Abb11)

Im Hinblick auf die Doméanenstruktigind sowohl der sensorischas auchder katalytische
Bereichvollstandig enthaltenJedoch besteht eingbweichung in der Zahl der Mi-Doménen.Neben
ArcS sind noch vier weitere orthologe Proteine mit nur eindt-Domane annotiert. Alle anderen
vorhergesatgn ORFs kodieren fur ein mindestens um 48 gréReres Proteinklusive zusatzlichefTM-
Domane. Spiegelt sich darin nun echte Heterogenitdder wurden einige ORFs orthologaarcS

fehlannotiert?

Genregion: arcS hptA
SputCN32_3299 SputCN32_3301 hptA
hepA arcs SputCN32_ 3302 SputCN32_1137 oxyR

S. putrefaciens CN-32 : I >|
S.oneidensis MR-1 :<:-:[»:l >:‘

hepA  SO_0575 arc$ SO_0578 SO_0579 SO_1326 hptA oxyR

spayI0dAY

asDylfaH
Yqo-diy
asod Ly
611D HOYd
AH-PUAAH
YaspapodAy
1y
iopjp)
suonduysupty’

al

5

Abb.11: Der genetische Kontext von ArcS und HptA in S. oneidensis MR-1 und S. putrefaciens CN-32

Innerhalb des Genus Shewanella sind sowohl der genetische Kontext von arcS als auch von hptA konserviert. Die
Pfeile stehen fir annotierte ORFs. Dabei steht die Pfeillange reprasentativ fir die GengroRRe, die Pfeilfarbe fir das Gen
und die Pfeilrichtung fiir die Orientierung. Graue Kasten zeigen orthologe Gene. Weill markiert die Gene im Fokus des
Interesses arcS und hptA.
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Tabelle 3: Orthologe Proteine zu ArcS innerhalb des Genus Shewanella

ArcS HptA

Spezies __Identitét/ Lokusname __Identitét/ Lokusname

Ahnlichkeit Ahnlichkeit
ShewanellaneidensisviR-1 100/100 SO_0577 100/100 SO_1327
Shewanellsp.MR-7 98/99 ShewMR7_3453 97/99 ShewMR7_2951
Shewanellsp.MR-4 98/99 ShewMR4_0577 97/99 ShewMR4_2826
Shewanellasp. ANA3 98/99 Shewana3_0576 95/98 Shewana3_3047
Shewanelldaltica0S223 94/97 Sbal223_3731 88/94 Sbal223_3133
Shewanelldaltica0S185 94/97 Shew185 3788 88/94 Shew185 1224
Shewanelldaltica0S195 94/97 Sbal195_3914 88/94 Sbal195_1257
Shewanelldaltica0S155 94/97 Shal_0537 88/94 Sbal_1180
Shewanellssp.W3-18-1 94/97 SputWw3181_0641 89/91 SputWw3181_3026
ShewanellgutrefaciensCN32 94/97 SputCN32_3300 89/91 Sputcn32_1138
Shewanellgutrefaciens200 94/97 Sput200_2419 89/91 Sput200_3565
ShewanellaediminiHAWEB3 84/92 Ssed_0627 82/88 Ssed_1128
ShewanelldoihicaP\t4 83/92 Shew_0459 83/88 Shew_1034

5.1.3 Offener Leserahmen vonarcS

Zur Uberpriifing der Richtigkeit des ORF vaoarcS wurden de putativen asBequenzen aller
orthologen Proteine zu ArcS gegeneinander abgeglichen (Alf). Dabei stellte sich das fir
S.oneidensiMR-1 annotierte Startethionin als nicht konserviert heraus. In sechs auéradie Analyse
herangezogenen Stammerurde esmit einem Leucin, Isoleucin oder Valin substituiert (Abb. 12).
Daruber hinausffenbarteeine Translation destromaufwartgles putativen Starggelegenersequenz bei
S.woodyiATCC 51908 S.halifaxensitHAW-EB4 und S.sediminisHAW-EB3 die zweiteTM-Domaéane
Der annotierte ORF konnte somit auch fir diese Stamme um 48 aa vergro3ert wiendealle von
S.oneidensigMR-1 konnte bei einer Ubersetzung von Nukleetid aaSequenz stromaufwirts des
annotierten Startkodons die¢MFDoméne bis zu einenokservierten Phenylalanin nachvollzogen werden
(Abb. 12). Danach weicht die #equenz von ArcS grundlegend von allen anderen untersuchten
Stammen abGrund hierfur kdnnte eine Verschiebung des Leserasters in der NukleotidsequeZuisein
Uberpriifung defannotierten Nukleotidsequenz wurdecS selbs sowie jeweils 50®p stromauf und
abwarts mehrfach nasbquenziert. Unsere Sequenzierung ergab einen Fehler in der annotierten Version
von arcS So wurden anstelle einer Folge von sechs Thymidinresten ntiafinotiert (Abb. 12). Legt
man diese korrigierte Sequenz zu Grunde und Ubersetzt erneut stromaufwérts des annotierten
Startmethionins, so erhalt man nun auchdi@Sdie zweite M-Doméane Mehr noch, das neu annotierte
Startkodon zeigt sich nun im gesamtGenusShewanellaals konserviert. Auch die ORPrediktions

Software EasyGenéhttp://www.cbs.dtu.dk/services/EasyGenaagt nach Eingabe der korrigierten

Sequenz den neuen Leserahmen fir Arcausr
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a) Sequenzvergleich zwischen ortholgen ArcS
Transmembranregion

1 10 0 30 40 50 80 70 80 84
SputCN32-3300 (1) OEDLLLESS SLRDVAFDHLRLGEDWR
Arcs (1) QEDLLLESS DHLRLGE] R
Sput200_2419 (1) OEDLLLESS| DHLRLGEBMR
Shal 3789 (1) Q@DLLLESS DHLRLGEBMR|
Ssed_0627 (1) QEDLLLESS L DHLRLGEBMR 3
Swoo_4322 (1) ofloLLLESS DELRLGEEMRT
Swp_0570 (1) OEDLLLESS [DHLRLGEEMR]
Sbal 0537 (1) RAVFYTYIGVI OEDLLLESS L DHLRLGELVR
Shew_0459 (1) RAVFYTYIGVI QEDLLLESS L DHLRLGE]| RT
Shew185_3788 (1) RAVFYTYIGVI QEDLLLESS L DHLRLGE; R
Spea_3702 (1) T RAVEYTYIGVI QEDLLLESS B DHLRLGEBMR
Sbali95_3914 (1) YHRAVFYTYIGVI OMDLLLESS) DHLRLGEBWR]
5ba|223_3731 (],) EAVFYTYIGVI QOEDLLLESS DHLRLGE] R
Sden 0538 (1) YNRAVFYTYIGVI OBMDLLLESS DHLRLGE@AR
ShewMR4_0577 (1) RAVFYTYIGVI OBDLLLESS ) DHLRLGE] R
ShewMR7_3453 (1) RAVFYTYIGVI QEDLLLESS LRD DHLRLGE; R
Sfri_3502 (1) RAVFYTYIGVI [QMDLLLESS LRD DHLRLGE FNR]
Shewana3 0576 (1) RAVFYTYIGVI OEDLLLESS WWANDHLRLGEEWR
Sama_3129 (l) YNRAVFYTYIGVI QEDLLLESS DHLRLGE| R
SputW3181_0641 (],) EAVFYTYIGVI QOEDLLLESS )’ DHLRLGE] R
S_benth X000 (1) YNRAVFYTYIGVI OEDLLLESS DHLRLGEBME]

NGO e N oy AUSTESCNIOS SN N ey Korrigierte Sequenz 1
Annotation Annotation

b) Chromatographische Analyse der Sequenz von arcS
Cys Arg annotierte Version

Toa T ]a e et oA c]a T o«
Thr Tyr lle

e G

Gly

korrigierte Version

Abb.12: Die Korrektur des Leserahmens von  arcS

a) Nach Translation der stromaufwarts des Startkodons gelegenen Bereiche liel3 sich bei S.woodyi ATCC 51908,
S. halifaxensis HAW-EB4, S. sediminis HAW-EB3 und nach Korrektur des Leserahmens auch bei S. oneidensis MR-1
eine zweite TM-Domane identifizieren. Sie ist wie auch der konservierte Start integraler Bestandteil aller orthologen
Proteine zu ArcS. b) Die chromatografische Analyse der genetischen Umgebung von arcS zeigt eine Folge von sechs
Thymidinresten an Stelle der annotierten funf.

ArcS (S. oneidensis MR-1) HptA (S.oneidensis)
korrigiert | |
annotiert :
/\.! !. .! H731! Diar7 | || He 1 |
I " L | I I II T T |
1 3 3. K @t, ‘ ‘ 1236 | 1
ArcB (E.coli)

Abb.13: Doménenorganisation von ArcS , HptA und ArcB

ArcS weist verglichen mit E. coli ArcB fundamentale Unterschiede in seiner Doméanenstruktur auf. So verfiigt ArcS mit
einer CaChe-Domaéne und einer zuséatzlichen PAS-Doméne nicht nur lber eine erweiterte Sensorik verglichen mit ArcB,
sondern mit einer zusatzlichen Rec-Doméane im katalytischen Bereich auch Gber mehr regulatorisches Potential. Die
Position konservierter Aminosauren mit vermuteter Funktion im Phosphogruppentransfer ist innerhalb der Doméane
gesondert gekennzeichnet. Graue Bereiche decken analoge Domé&nen ab und geben anhand der Graustufe Auskunft
tiber die Ahnlichkeit. Die Zahlen innerhalb der grauen Bereiche stehen fiir Identitit/Ahnlichkeit. Annotierte und
korrigierte Version von ArcS sind durch schwarze Balken und gesondert dargestellte Domé&nen sichtbar gemacht.
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Der korrigierte ORFvon arcS umfasst 3.60bp und kodiert fur eini verglichen mit der
annotierten Versioh um48 aaveréangetes ProteinDamit ist ArcS 1.23@a lang und 140,6Da schwer.

Die zusétzliche TMDoméane orientiert nun nicht mehr nur den Carboxyterminus im Zytoplasma sondern

auch den Aminoterminuéhttp://bp.nuap.nagoya.ac.jgsosuij. Als Konsequenzler Korrektur werden
alle weiteren Versuchedie ein vollstandiges Protein erfordermit der korrigierten Version von
arcJArcS durchgefihrt.

5.1.4 Phanotypische Analyse vors. oneidensisVIR -1 arc-Deletionsmutanten

Zur Beantwortung der Frage ob ArcS, HptA und ArcA im gleichen TCSVeg
zusammenarbeiterwurden S.oneidensidMR-1 Stdmme mit Deletionen im AfBystem phanotypisch
untereinandeund mit dem Wildtyp verglicherin einem ersten Schritertigte ichin FrameDeletionenn
arcS hptAund arcA an. Dabei entstanden sowalieE St @ mme mi t Ei arcSe hmihaidde t i onen @
qarcA, als auch alle mdglichen Kombinationen an DoppeldeletiogancS ptA qarcS aocA,
aqhptA  gocA, sowie dieTripledeletiongarcS kptA aocA Im Rahnen der Konstruktion dieser Stamme
erwies sich deBuizidvektors pGP7®a@8Km als ungentgendnd es war nodtiginen Alternativektor

ZU generieren.

Die Konstruktion von pNPTS138-R6KT

Bei pGP70%a@8Km (Abb.14) handelt es siafurch den Rephiationsursprmg 2 {(hoor i )
Shewanellasp. um einen SuizidvektorDer Vektor kodiert eine NeomyciRhosphotrarferase (Npt)
sowie eine Levaibynthase (SacB) und ermdglicht so dworwartsselektion auf homologe
Rekombinationsereignisse BhewanellsSpezies Der Transér von pGP708a@8Km erfolgt aufgrund
geringer Transformationseffizienzen durch Konjugation. Zusammengenommen ermoglicht der Einsatz
von pGP70%a@8Km eine effektive Deletioron Genen inverschiedeneishewanelléSpezies Jedoch
ist die multiple Klonierungstelle (MCS) auf vier Restriktionsendonukleasen reduziert. Dartber hinaus ist
die genaue Sequenz ddé¥asmids unbekannt und es existieren keine Primer zur vollstandigen

Sequenzierung inserierter Fragmente.

Durch Austausch des Replikationsursprungs aiiC aus pNPTS138 (M.R. Alley
unver©°ffentlicht) mi t e-R6K e (Abb.dl4) r Dazu evardieiineeiném ersteln p NPT S 1 3
Schritt der -1BR6KT-mingéTNiT araplifiziertdnle@em zweiten Schritt ligierteh diesen
dann tber kompatiblkohasive Enden(BssSI/Dralll) in den replikationsursprungslosen pNPTS138. Der
entstandene Vektor pNPTSIBBKT verfugt uber die gleichen genetischen Elemente wie
pGP706a@8Km und kann diesewollstandig ersetzen. Zudem erleichtert die erweiterte MCS mit jetzt
14 Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen kinftige Klonierungen. Die vektoriell integrierten
Sequenzen der Primer M13uni und M13Rev machen Zwischenklonierungen in Klonierungsvektoren

Uberflissig. Das in die MCS eingeba@en zur Produktion de-Galak o s i eUatsreinhdit erlaubt
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dariber hinaus die Blau/WelRelektion und so die visuelle Detektion

in den Vektor integrierter
Fragmente.
Bgll (4378)
y-origin Fopl (4368)
11
Sall (4191) ||
sacRB Sph (4189) | '\\‘
Ml (4165) | | 1
. Nhel (4149) | | \|
mob/oriT EcoRI(4143) \ | ‘\‘ | \I“,
BamHI (4135) \ A | I
EcoRV (4130) \ \ \I\I
Pst] (4126) N \
Y pGP704sac28Km Mfel (4093)
Neol \ ca. 6500 bp PspOMI (4084) ™
Agel \ Spel (4077) _
Xbal}% A
) [-Galactosidase o-Fragment
MCcs —  /
Sacl —sacB
P
oriT”
PNPTS138-R6KT
npt 4430 bp
y-origin
npt

Abb.14: Die Suizidvektoren pGP704 Sac28Km und pNPTS138R6KT im Vergleich

pGP704Sac28Km (links) mit unbekannter Sequenz kodiert fir eine Kanamycinresistenz (npt), eine Levansynthase
(sacB) einen Transferursprung (oriT), einen Replikat i o n's u r $onigim)rugd eine multiple Klonierungsstelle (MCS)
mit Schnittstellen fur vier Restriktionsendonukleasen. pNPTS138-R6KT (rechts) besitzt eine bekannte Sequenz von
4.430 bp Lange und vermittelt die gleichen Funktionen wie pGP704Sac28Km. Im Gegensatz zu diesem ist die MCS bei
pNPTS138-R6KT auf 14 Schnittstellen fiur vier Restriktionsendonukleasen vergrof3ert. Vektorinterne Sequenzen

handelstiblicher Sequenzierprimer (schwarze Pfeile) sowie die Mdglichkeit zur Blau/Weil3-Selektion erleichtern die
Klonierung und Uberpriifung von Insertionsfragmenten.

Deletionen imArc-System vonS. oneidensisMR -1 haben pleiotrope Auswirkungen

Uber S.oneidensiMR-1 Stammemit Deletionen inhptA und arcA sind pleiotrope Effekte

beschrieben. Verglichen mit dem Wildtyp verhalten sich die Mutationen unter aeroben Bedingungen

sowie unter anaeroben Bedingungait DMSO als terminalen Elektn@nakzeptomwachstumsdefizient
(67, 75, 206). Ebensos i natcA dmme in Bezug auf Biofilmbildung und Biofilmdynamik gegeniiber
dem Wildtyp beeintrachtigl223). Ein vergleichbarep | ei ot r o p e r arESlwére eintdgugicher o n

Hinweis fur das Wirken von ArcS im selben TS$stem wie ArcA und HptA. In Anlehnung an die

garcAu n dhptibeschriebenen Effekientersuchte ich das Wachstudie Genexpressiomlie Motilitat
und dieBiofilmbildungv o narc®p

a7
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Aerobes undanaerobesWachstumwerd envon ArcS, HptA und ArcA beeinflusst

Um vergleichbare Ergebnisse zu etballehnte ichdie Wachstumsversuchsfuhruran die
vorausgegangener Studien. &inzeldeletionen irmrcSund hptA sowie die DoppeldeletiomarcShptA
verlangsamten daserobeéWachstumin LB (Abb. 15) von 42min je Verdopplung im Wildtyp auf 561in
(Einzeldeletionsstamme) bzw. 5418n (Doppeldeletion). Deletionen in arcA erhdhten die
Verdopplungszeit weiter auf 64tbin (garcA) und verhielten sich damit identisclzu den
DoppeldeletionsstammengarcSharcA (64,9min) und ohptAgarcA (64,4min) sowie dem
TripledeletionsstammyarcSehptAgarcA (66,7 min).

Kultiviert man ghptA oder garcA anaerob in LB zeigen die Stamme in h&mgigkeit vom
terminalen Elektronenakzeptor ein unterschiedliches Wachstumsverhalten bezogen auf den(¥8)ldtyp
In Ubereinstimmung mibereits verdffentlibten Daten verhielten siaparcA und ghptA mit Fumarat &
termnaler Elektronenakzeptdm Wachstum identisch zum Wildty@Abb. 15) Der gleiche Phanotyp
konnte beigarcS beobachtet werden. Setzte man als terminalen Elektronenakzeptor DMSO hinzu so
erhdhte sich die Verdopplungszeibn 73,7min im Wildtyp auf 94,4min bei garcS und 93,3min bei
ghptA.Noch drastischer fiel der Wachstumsdefekt dmicA aus. Bei einer OFonm= ~0,2 stelltedieser
Stamm genau wie die Negdtontrolle (Wildtypwachstum in LB ohne Zugabe eines tern@nal

Elektronenakzeptorg)as Wachstum ein (Daten nicht gezeigt).

.‘E‘J
el ¥
3|2
| 3E
S|2E |775|793|77,6/79,5 | n/a | n/a | n/a | n/a |anaerob
S 18 |+13,2] £11,1] £11,5] 11,7 +Fumarat
; ! r ’
@
> |73,7] 94,4/ 93,3/114,6{n/a |n/a |n/a |n/a |anaerob
1,1 | £17,1 | £21,6] +26,8 +DMSO
3: 1404
2 1204
E| g 100
|5 80
§ 2 60
E a0
5 20
@ 0

Abb.15: Wachstum und Biofilmbildung von S. oneidensis MR-1.

Oben: Gezeigt ist das Wachstum in LB als Verdopplungszeit in der logarithmischen Phase in aerober und anaerober
Kultur mit Fumarat oder DMSO als terminalen Elektronenakzeptor. Unter aeroben Bedingungen sowie anaerob mit
Zusatz von DMSO verhalten sich Stdmme mit Deletionen von Genen im Arc-System wachstumsdefizient verglichen mit
dem Wildtyp. Dabei ist die Verdopplungszeit von garcA stets héher als bei garcS u n dhpté Deletiert man gleichzeitig
zwei oder drei Gene des Arc-Systems, so sind die Effekte auf das Wachstum nie kumulativ. Unten: Gezeigt ist die
quantitative Auswertung von Biofilmbildung im Mikrotiterplattenformat. Ahnlich wie beim Wachstum ist die Biofilmbildung
verglichen mi t d aros, WigpA duhdy pmrcAi sowie ¢pden korrespondierenden Doppel- und
Tripledeletionsstammen gestort und genau wie beim Wachstum treten durch Deletion von mehr als einem Gen keine
kumulativen Effekte auf.

48



Ergebnisse

Um auszuschlieBen, dass die beobachteten Phanotypen durch ungewollte Nebeneffekte
hervorgerufen werden, wurde die Expression des betroffenen Gens iBystem zum einen ektopisch
vom Plasmid pBAD33 induziert. Zum anderen erfolgte died&reinfihrung einer Wildtypkopie des
Gens in den Lokus -deii).DeSewod b-in-Stanie alsKenkchc die
Komplementationsplasmittagenden DeletionergqarcS  hm# u n d arcAp verhielten sich (nach

Induktion) im aeroben Wachstum vergleichkadem des Wildtyps (Abb.16).

(A
o % & (3 LN fis
M M SIS
55,0 | 441

41,9 | 55,0 | 41,8 64,5 | 44,4
1,7 | 21,3 |27 |+1,6 |20 |12 | 207

56,6 | 73,4 | n/a 70,9 | nfa | 88,7 | n/a
+1,2 | 43,5 +4,0 45,6

still

ceqygd+

57.6 | 72.2 nfa | 729 | nfa |87.9 | n/a | induziert
0.9 | +3.5 +2.6 +5.8

Wachstum
Verdopplunszeit in min

n/a | 70,5 n/a | 67,2 | n/a | 653 | n/fa | stin
+2,4 +3,1 +2,0

n/a | 61.9 n/a | 63.2| n/a | 64.0 | nfa |; 4 ..

Abb.16: Komplementation des aeroben Wachstums von S. oneidensis MR-1 cparcS, hptd u n d arcp

Gezeigt ist das Wachstum in LB als Verdopplungszeit in der logarithmischen Phase bei aerober Kultivierung. Sowohl
durch Wiederherstellung des Wildtypgenotyps (oben), als auch durch ektopische Expression von arcS, hptA und arcA
(unten) lieR sich eine dem Wildtyp vergleichbare Verdopplungszeit erreichen. Um das Plasmid pBAD33 in
S. oneidensis MR-1 stabil zu halten erfolgte die Zugabe von Chloramphenicol (Cm) ins Medium. Effekte auf das
Wachstum bedingt durch Antibiotikum (Cm), den Induktor (Arabinose) oder das Plasmid (pBAD33) als solches wurden
durch Aufnahme einer Wachstumskinetik fir alle untersuchten Stamme mit dem Leerplasmid unter Zugabe von
Antibiotikum und Induktor herausgenommen (Mitte).

Effekte auf das Wachstum einer Zelle kénnen vielfaltigen Ursprungs sein. So ist zum jetzigen
Zeitpunk nicht auszuschlie3en, dadie Folgen fiur das Wachstum v&@oneidensidMR-1 resultierend
aus den Deletionen iarcS hptA und arcA polykausalen Ursprungs sin8ollten aber ArcS, HptA und
ArcA (gleiche Gene in ihrer Expression beeinflussesp ist anzuehmen, dass auch die
Wachstumsphéanotypen auf ein und dasselbe-$@&$em zuriickzufiihren sind.

Transkriptomanalysen vogmrcA zeigten die Beeinflussung der Expression von mehr als 1000
Genen in Abhéngigkeit von geléstem Sauers{6). Daten ¢ber dasrcSkanatens kr i pt o
Auskunft dartiber geben, inwieweit ArcS zum einen die Transkription allgemein beeinflusst und ob es
sich Uberhaupt als Bestandteil eindsbglen Regulationssystems erweist. Zum anderen kénnten anhand

des Uberlappungsgrades beider Regulons, Riickschliisse auf mogliche Interaktionen gezogen werden.
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ArcS beeinflusstunter aeroben Bedingungerdie Regulation von mehr als500Genen

Wahrend des Igarithmischen Wachstums in LB unter aeroben Bedingungen unterscheiden sich
die Verdopplungszeiten vogmarcS und Wildtyp deutlich. Dieser Zeitpunkt schien mir daher besonders
geeignet, um Unterschiede zwischen beiden Transkriptomen zu detektieren. Ich erntete daher Zellen des
Wildtyps und der MutanteparcS eine Stunde nach Erreichen der exponentiellen Waetsphase bei
einer OQyonm = ~0,5 als biologisches Triplikat. Die Transkriptomanalyse erfolgte kommerziell durch die
Fa. Febit Biomed GmbH (Heidelberg).

Transkriptomdatensatze vors.oneidensisMiR-1 Wildtyp und garcS wurden statistisch
ausgewertet (Matal und Methoden). Die Genregulation wurde als signifikant angenommen, wenn der
p-Wert < 0,05 war. Unterschieden sich Gene aus WildtypgardS dariiber hinaus in ihrer Expression
um mehr als Faktor 2, bezog ich sie in die weiteren Untersuchungen miDieirValidierung der
statistischen Signifikanz erfolgte durch Uberpriifung des Expressionsverhaltegsnashbezogen auf
den Wildtyp in einer quantitativen EchtzeRCR (QRFPCR) (Abb. 17). Sieben ausgewahlte Gene
wurden dabei Uberpruft und zu den Micm@grDaten in Beziehung gesetdDas Bestimmtheitsmald
R?=0,94 steht fir die Validitat der Transkriptomdaten und zeigt deutlich, wie gut die ermittelte

Genregulation durch den Microarray mit der ermittelten Regulation aus deP@RTubereinstimmt.

Locus tag (Gen) |Microarray |gRT-PCR

S0_2427 -4,793 -3.187

SO_0865 (csgA) 5.021 9.219 12 1
50_0866 (csgB) 6.391 9.921

SO_1429 (dmsA) 0.28 0.8464

S0_1430 (dmsB) 0.01 0.8404

S0_3422 (rpoS$) 2.023 2,5805

SO 4179 (mxdB) -1.493 -1.5313

Microarray

qRT-PCR

Abb.17: Validierung der Transkriptomanalysen durch gRT  -PCR.

Im Diagramm sind die log.-fachen Veréanderungen der Expression von garcS bezogen auf den Wildtyp dargestellt. Die
Abszisse zeigt dabei die Daten ermittelt aus dem Microarray, die Ordinate die ermittelten Daten aus der qRT-PCR. Aus
den korrespondierenden Punkten wurde eine lineare Regressionsgerade berechnet. Der Determinationskoeffizient
R?=0,94 zeigt die statistische Varianz der Daten.

ArcS beeinflusst unter aeroben Bedingungen die Expression von 604 Genen. Davon werden
bezogen auf den Wildtyp 295 Gene positiv und 309 Gene negativ reguliert (Abb. 18; Anhang 1). Die
groiRe Gruppe stellen mit 37% Gene, die hypothetische Proteine kodieren. Mit 28% reprasentieren Gene,
deren korrespondierende Proteine Funktionen im Metabolismus uUbernehmen, die zweitgrof3te Gruppe.
Wie in garcA (67) sind innerhalb dieser Gruppe keine Gene zu finden, die fir Enzyme der Glykolyse

oder des Krebszyklus kodieren (Anhang 1). Dafir aber ist die ExpressioBenen, die fir Enzyme mit
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einer Rolle im Glyoxalatzyklus wie die Isocitratlyase AceB (Faktor: 3,6) und die Malatsynthase AceA
(Faktor: 3,5)i und im anaeroben Stoffwechseivie der Fumaratreduktasekomplex (Faktor: ~2) und die
Nitratreduktase NapA @ktor: 3,5)7 kodieren, deutlich erhéht. In die Gruppe des Metabolismus fallt

auch SO_3099, ein Protein, welches putativ langkettige Fettsduren transportiert und innerhalb des Genus

Shewanelldhochkonserviert ist. Mit Faktor ~84 ist es das starksten negiv regulierte Gen.

Expression vermindert

Expression erhoht

|
Biosynthese der Zellhiille
oy,
2%
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“on 5‘48/’2&7,}3?
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Motilitat/ Intrazellularer Verkehr und Sekretion
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. 6
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Pos, b/
T gy
sty ’753:”%%,, M/ya%h
HEE - -
Transkription/ Translation/ Posttranslation
o=
Signaltransduktion
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6//{”2;%"@,
I | =
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ot it @fr "%; P,
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Sekretion

Funktion unbekannt
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Abb.18: Das Transkriptom von garcS

Das Transkriptom von qarcS relativ zum
Transkriptom des Wildtyps zeigt eine veranderte
Expression fur 604 Gene. Damit ist ArcS ebenso
wie ArcA Bestandteil eines globalen TCS-
Systems. Oben: Dargestellt ist die Expression
der durch ArcS beeinflussten Gene bezogen auf
den Wildtyp. Dabei zeigt die linke Halfte alle
negativ regulierten Gene; die rechte Halfte alle
positiv  regulierten Gene. Die fur links
angefertigte Beschriftung trifft in gespiegelter
Form auch fur die rechte Seite zu. In den

Replikation und
Zellzyklus

\
/ "\ Signaltransduktion
Verteidigung _/
Transkriptinon/
Translation/
Postranslation

einzelnen Kategorien (graue Késten) ist die Zahl
der betroffenen Gene gesondert aufgefihrt.
Unten: Das Kreisdiagramm zeigt die relative
Verteilung regulierter Gene nach funktionalen
Kategorien in %.
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Bei der Regulavn der Zellhillbiosynthese (6%), zu denen ich auch die Zellanhdnge gerechnet
habe, sind Curl{65) in garcSam stérksten reguliert. So sind die Strukturgene der CaglABum Faktor
~52 gegentber dem Wildtyp Uberexprimiert. Das System fiir den Transport der Curli Gber die &uRRere
MembrancsgEFGist um Faktor ~%ositiv regulier{Abb. 35).

Mit 7% (34 Gene)eeinflusst ArcS auch deutlich Signalaufnahme wmeiterleitung anderer
Regulationssysteme, darunter allein sieben Methylakzeptierende Chemotaxisproteine (MCP), die z.T. um
mehr als Faktor 10 reguliert sind (SO_4557: 13,1fach). Ebenso ist die Expressigechs Genen, die
GGDEFRDomanenproteine kodieren, beeinflusst. Dazu gehbren da speziespezifische Ein-
KomponenterSignaltransduktion®rotein (OCSProtein) SO_3489 (Faktor: 8,4) und das konservierte
OCSProtein SO_0569 (Faktor: 2,4).

Die Transkripomanalysen vorgarcS zeichnen das Bild einer Kinase als Bestandteil eines
globalen Regulationssystems wie Arc. Doch inwieweit Uberlappen die Regulongsa®and ArcA, und
lassen sich anhand des Uberlappungsgrades Riickschliisse auf ein Zusammenwitkes unial ArcA
in ein und demselben TCSystem zieheh Zur Beantwortung dieser Fragen verglich ich die

Transkriptome vomarcS und garcA.

Das Regulon von Ar& Uberlappt mit dem Regulon von ArcA zu 85,9%

Gao et al. veroffentlichten 2008 die Transkriptomeon S.oneidensisMR-1 ¢garcA in
Abhangigkeit von Sauerstoff. Darunter war auch ein Transkriptom logarithmisch aerob wachsender
Zellen. Diese Bedingungen entsprachen genau jenen, unter denen ich das Transkriptgmrc8on
untersuchte. Aus beiden Datensatremrden 425 Gene mit signifikant&®egulationextrahiert. Davon
zeigten 365 Gene (85,9%) die gleiche Tendenz (Abb. 19a). Das Transkriptapane®deckt sich somit
sehr gut mit dem voiarcA. Darliber hinaus stimmen die 20 am starksten regulierten Gesigzlich
auch im Grad uberein (Abb. 19a).

Um weiter zu bestimmen, ob die Regulons von ArcS und ArcA auch unter anaeroben
Kultivierungsbedingungen Ubereinstimmen, ermittelte ich durch-BRR die Genexpression von flnf
ausgewahlten GenercqgB rpoS aggA und dmsB sowohl aerob wachsend@&.oneidensisviR-1
Kulturen als auch anaerob wachsender Kulturen mit Fumarat oder DMBO terminalen
Elektronenakzeptor (Abb. 19b). Hierbei bezog ich in meine Betrachtung nichd@mo® und garcA
sondern auchlghptA mit ein. Wie schon beim Athstum verhielten sich auch der Genexpression
garcS und ghptA vergleichbar, wahrendarcA zwar tendenziell mit der Genexpression \gqarcS und
ghptA Ubereinstimmte, graduell jedoch abwich. Bar die Expression der Gene dmrcA um bis zu
20fach €sgB stéarker betroffen als igmrcSund ghptA

Die deckungsgleichen Regulons vaarcS und garcA, sowie die vergleichbaren Effekte auf
Wachstum und Genexpression unter verschiedenen Kultivieruriggneden firgarcS ghptA und
qgarcA sind deutliche Hinweise auf ein funktionales Agstem inS.oneidensiMR-1 bestehend aus

ArcS, HptA und ArcA. Die Einblicke in das Transkriptom vgarcS und garcA lassen dariiber hinaus
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weitergehende Schlisse zu, wedcVerhaltensweisen neben dem Wachstum beeinflusst werden und

liefern mogliche Erklarungen, welche Proteine bereits bekannte Verdnderungen zum Wildtypphanotyp

z.B. wahrend der Biofilmbildung vermitteln

mogliche Funktionen im Bereich Moatilitat haheneguliert wird(Abb. 18).Dabei bleibt die Biosynthese
der Flagelle zwar unbeeinflusst, dennoch kann z.B. ein Defekt im chemotaktischen Systhausiu
Veranderungen im Schwimmverhalten nach sich ziekbn.zu bestimmen, ob da&ShewanellaArc-
System an der Regulation des Schwimmverhaltens SameidensisMR-1 beteiligt ist, tropfte ich
Zel | @af I\ n NErcipadudf yB s
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Abb.19: Vergleichende Analyse der Regulons
von ArcS, HptA und ArcA

a) Die Abbildung zeigt
Dabei sind die regulierten ORFs von garcA nach
Expressionsstarke gruppiert von am stérksten
positiv reguliert (gelb) Uber unreguliert (schwarz)
nach am stéarksten negativ reguliert (blau). Die
ORFs aus garcS wurden i das Farbschema
beibehaltend i den ORFs aus garcA zugeordnet.
Die nebenstehende Tabelle zeigt in log.-facher
Angabe den Regulierungsgrad der 20 am
starksten regulierten Gene in garcS und garcA.
b) Die Tabelle zeigt die Genregulation fiur
ausgewahlte Gene aus logarithmisch
wachsenden Kulturen in LB als Vielfaches der
Regulation des Wildtyps.

Die Moatilitat wird von A rcS, HptA und ArcA beeirflusst

Die Transkriptomanalyse vogmrcS zeigte, dass die Expression von 16 Genen, deren Proteine

t hmi sch

wachsende

und

Weichagarplatten, inkubierte diese fur 24h bei 30°C und analysierte die Platten auf Effekte im

Schwimmen (Abb. 20). Der Durchmesser &pneidensidMR-1 Kolonie auf einer Platte ist hierbei

direktes Mal fur di&chwimm#ghigket der Zellen
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Abb.20: Vergleichende Analyse des Schwimm
verhaltens von Stammen mit Deletionen im Arc -
System

Die Abbildung zeigt das Schwimmverhalten von
S. oneidensis MR-1. Der Koloniedurchmesser ist
dabei ein direktes MalR fur die Fahigkeit zu
schwimmen. Oben: die Fotos zeigen Ausschnitte
einer Platte mit Wildtyp als Kontrolle fir normales

Schwimmverhalten sowie die Einzeldeletionen garcS,
O O O ghptA u n darcép mit den zugehoérigen Komplemen-
tationsstammmen. Unten: Schematische Darstellung

Wildtyp  AarcS AhptA  AarcA komplementierte d_er_ Kolonie (ausgt_efullte Kreise) Die _gestrichelten
Mutanten Linien geben den Wildtypdurchmesser wieder.

Stamme mit Deletionen im AsBystem bilden verglichen mit dem Wildtyp auf Weich
agarplatten deutlich kleinere Kolonien aus (Abb. 20) und sind im Schwimmen beeintrachtigt. Bas Arc
System nimmt daher nicht nur auf Wachstum Einfluss, sondiguliert nicht unerheblich auch die
Motilitat.

ArcS, HptA und ArcA regulieren die Biofilmbildung in S.oneidensisMR -1

Mikroorganismen kommen in freier Natur nicht als Reinkultudesperser Einzelzellen vor,
sondern akkumulieren an Grenzschicht®uart bilden sie polymikrobielle Gemeinschaften in einer
selbstgebildeten Matrix extrazellularer Substan@®l). Auch S.oneidensisMiR-1 bildet solche Biofilme
aus. Die Dynamik dieser Biofilme ist u. a. abhangig von A@R3. Zur Bestimmung, wie sich
Deletionen im AreSystem quantitativ auf den Biofilm auswirken, wurden logarithmisch wachsende
Zellen des Wildtyps sowie vagarc-Deletionsstémmen in Mikrotiterplatten (MTP) fur 24h inkubiert und
anschlieBend auf Defekte in der Biofilmbildung (siehe Material und Methoden) hin analysiert (Abb. 15).
Es stellte sich heraus, dass der ausgebildete BiofilgminS und ghptAum ca. 586 und ingarcA sogar
um ca. 80% reduziert war. Das ABystem ist damit ein zentrales Element bei der Regulation der

Bildung von Biofilmen inS.oneidensisvR-1.

Diese Art der quantitativen Erfassung von Biofilmen im MA®&mat lasst zwar erste Aussagen
zu, ob und wie stark das Fehlen eines Gens die Biofilmbildung beeinflusst, jedoch gibt die Messung
weder Aufschluss Uber die Gestalt des Biofilms, noch lasst sie Aussagen Uber die initialen Schritte in der

Biofilmbildung i wie eine erste Anheftung an Obédheni zu.

Das Arc-System hat keinen Einfluss auf das initiale Anheften voB. oneidensidviR -1

Um zu untersuchen, ob die im MIA&ssay beobachtete Beeintrachtigung der Biofilmbildung auf
einer Stoérung in der initialen Anheftung beruht, entwickelte iclere Test basierend auf Messung der
Chemolumineszenz, die durch das LuxCDABistem ausPhotorhabdus luminescerteervorgerufen

wird.
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Zur Konstruktion eines solchen Reportersystémsbinierte ich in dem fi$.oneidensisviR-1
replikativen Plasmid pBBRMCS3(115) die luxCDABEKassetteaus pUC18TminiTn7T-Gm-Lux (37)

und den konstitutiven Promottac aus pLacTa¢221).

Dazu wurde in einer erstendierungluxCDABEUber kompatible kohasive Endexh@/Kpnl)
mit pBBR1-MCS3 ligiert. In den resultierenden Vektor pBBRICS3Lux (Abb. 21) wurde in einer
zweiten Klonierung stromaufwarts deixCDABESequenz der Taeromotori nach Amplifikation mit
den Rimern BanHI-tacRFw und Pst-tacRRev und Restriktion RanHI/Pst) i eingebracht. Der so
entstandene Vektor pBBRUCS3 TacRLux (Abb. 21) produziert nach Transformation Encoli und
anschlieBender Konjugation i8.oneidensisMiR-1 konstitutive Chemolummeszenz. Die Stéarke des

Chemolumineszenzsignals ist dabei direkt proportional zur Zellzahl

Xbal (178)
Spel (184)

Sael (1385“‘
N

tac-Promotor
/

luxC tetA
pBBR1-MCS3-Lux

12190bp

_luxD

origin of Replication

pBBR1-MCS3-TacP-Lux

12.457bp
—_luxA
luxE

origin of Replication g luxB

luxE

Abb.21: Die Vektoren pBBR1 -MCS3-Lux und pBBR1 -MCS3-TacP-Lux

pBBR1-MCS3-Lux (links) mit 12.190 bp kodiert fur eine Tetracyclinresistenz (tetA), und eine Reporterkassette fir
Chemolumineszenz (luxCDABE). Dartiber hinaus besitzt er einen Replikationsursprung mit geringer Speziesspezifitat.
Die MCS kann genutzt werden um transkriptionale Promotorfusionen zu erstellen, die nach erfolgreicher Klonierung mit
dem Sequenzierprimer M13/pUC (-47) (schwarzer Pfeil) auf Sequenzgenauigkeit hin Gberprift werden kénnen. pBBR1-
MCS3-TacP-Lux ist ein Derivat von pBBR1-MCS3-Lux und exprimiert durch die tac-Promotorsequenz konstitutiv
luxCDABE.

Die Anheftung von Zellen an eine Oberftéckann als der Quotient von Restlumineszenz (nach

Verwerfen des Kulturiiberstands) und Gesamtlumineszenz verstanden werden.

Zellen vonS.oneidensidvR-1 Wildtyp, sowiegarcS, ghptA und garcA wurden in LB bis zum
Erreichen der logarithmischen WachstumsghdOQgo= ~1) angezogen und dann fur i in
weiflen, 96kammerigen PolystyreMTP (Greiner Bio One, Frickenhausen) inkubiert. Die
Gesamtlumineszenwurde bestimmt. AnschlieRend wurde die Flussigkeit abgenommen, einmalig mit

150pl LB gewaschen undid verbleibende Chemolumineszenz gemessen (Abb. 22)
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Frihere Studien222) zeigen, dass Mutationen in Genen, die Strukturproteine der Flagelle
kodieren, einen Defekt im initialen Anheften verursachen. Zwei dieser Gene kodieren fir den Stator
PomAB. In dem von mir eingesetzten Tadharierteine MutintegpomABnur zu ca. 1%, ebenso wie die
unflagellierten Zellen vois.oneidensidViR-1 gflag (Daten nicht gezeigtim Gegensatz dazu heften sich
ca. 50% der Zellen des Wildtyps an die Oberflache. Sowdlay als auchqpomABeignen sich daher

hervorraged als Kontrolle fiir fehlende Adhésion.

Die MutantenstammearcS, ghptAund garcA zeigen mit ca. 50% Oberflachenhaftung ein dem
Wildtyp vergleichbares Verhalten (Abb. 22). Der durch Mutationen im3ystem ausgeldste Effekt im

Biofilm beruht daher nichauf einen mit diesem System detektierbaren Defekt im initialen Anheften

80 - Abb.22:  Vergleichende Analyse des Schwimm -

20 verhaltens von Stdmmen mit Deletionenim  Arc-System

&0 4 Die Abbildung zeigt, wie sich S. oneidensis MR-1 beim
initialen Anheften an eine Polystyroloberflache verhalt.
Dabei ist das initiale Anheften als der Quotient von
40 Gesamtlumineszenz und Restlumineszenz in % dargestellt.
30 4 Bei dieser Art der Messung heften sich ca. 50% der
Wildtypzellen direkt an die Oberflache. Hingegen
adherieren Stamme mit Mutationen in Genen, die Proteine

50 4

Initiales Anheften in %

20

10 der Flagelle kodieren (gpomAB), nur zu ca. 1%. garcS,
o 4 ghptA u n darcép heften sich initial jeweils zu 50% an und
< o » N & . . X o
{&\\6\‘\ Q‘L h}\qx _}e@ \Qo@} verhalten sich damit dem Wildtyp &hnlich.

S. oneidensis MR-1

Der von mir firS.oneidensidMR-1 entwickelte Test zur Detektion von Defekten im initialen
Anheften ist schnell und funktional. Jedoch lassen sich aufgrund groRRerer Messungsetesuigir
signifikante Aussagen treffen, wenn zwei Chemolumineszenzquotienten um mehr als eine Zehnerpotenz
voneinander abweichen (Abb. 22). Um die Frage zu beantworten, ob schon geringe
Verhaltenséanderungen im ersten Anheften den diérc beobachteten Biofilmphanotyp erklaren

(Abb. 15), muss eine Beobachtung der Entwicklung des Biofilms auf Einzelzellebene erfolgen

Lebendfluoreszenzmarkierung vonS. oneidensisMR -1 mit GFP, YFP und CFP

Zur mikroskopischenVerfolgung der Biofilmentwcklung in einer lebenden Zellkultur ist es
notwendig, Einzelzellen so zu markieren, dass mit einer guten Detektierbarkeit im Mikroskop keine
Beeintrachtigungen der Biofilmbildung verbunden sind. In friheren Sty@2® wurde mit Hilfe des
miniTn7-Transposong122) eine eGFP kodierende Sequenz ortsspezifisch stromaufwartglud
integriert(172 undso lebende Zellen vo8.oneidensiMR-1 fluoreszenzmarkiertEbenso etablierte ich
fur meine Untersuchungen auf Basis der ortsspezifischen Integration mitiélseii System zur
Lebendfluoreszenzmarkierung v&oneidensidVR-1 (37) mit GFP. Dariiber hinaugelang es mir, das
Spektrum der Markierungen um YFP und CFP zu erweitern. Die Proteine YFP und CFP lassen sich mit
Licht der Wellenlange 518m respektive 458m anregen. Die Exzitationsspektren tberlappen dabei
nicht. So kénnen die Emissionen der ergshenden Fluoreszenz unabhdngig voneinander detektiert
werden (Abb. 23). Das erméglicht u. a. die Beobachtung kompetitiver Effekte bei der Kokultivierung

zweier Stamme.
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In einem ersten Schritt wurden die Sequenzen der die Fluoreszenzproteine kodieremelen Ge
sowie die Sequenz voeat (kodiert Chloramphenicol Acetyltransferase) mibtli aus den Plasmiden
pBK-miniTn7-gfp2 (122, miniTn7(Gm)Ryospzeyfpa (1220 und miniTn7(Gm)Ryosnzecipb (122
ausgeschnittennd mit dem mitPspgOMI verdauten Vektor pUC18R6KTmHIIN7T (37) ligiert (Abb.

23). Wie bei (37) beschrieben, wurdeés.oneidensidMR-1 mit Hilfe der resultierenden Vektoren
pUC18R6KTmMIintTn7T-gfp, pUCL18RE6KTmMIiniTn7T-yfp und pUC18R6KTmMInTn7T-cfp lebend

fluoreszenzmarkiert.

\
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3485bp
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Julia Godeke (unveroffentlicht)

Abb.23: Lebendfluoreszenzmarkierung von  S. oneidensis MR-1

Links: Im Bild sind die Vektoren pUC18R6KTmini-Tn7T-gfp, pUC18REKTMIni-Tn7T-yfp und pUC18REKTmMIni-Tn7T-cfp
zur Lebendfluoreszenzmarkierung von S. oneidensis MR-1 inklusive der Klonierungsstrategie dargestellt. In Analogie
mit vorangegangenen Darstellungen sind der Replikationsursprung (2-origin) und der Replikationsursprung fiir
konjugativen Transfer (oriT) mit wei3en Késten gekennzeichnet. Die b-Lactamase vermittelt eine Ampicillinresistenz und
wird durch bla kodiert. Die Chloramphenicol Acetyltransferase vermittelt ein Chloramphenicolresistenz und wird durch
cat kodiert. Xfp markiert entsprechend der abgebildeten Farbe Gene, die eine Fluoreszenzmarkierung von
S. oneidensis MR-1 ermdglichen. Schwarze Ké&sten markieren Sequenzregionen, die zur Integration der xfp-cat-
Kassette ins Genom bendtigt werden. Rechts: Abgebildet ist ein Biofilm von S. oneidensis MR-1. Dabei wurden jeweils
zu gleichen Teilen eine YFP- und eine CFP-markierte Kultur inokuliert und die Biofilmentwicklung Uber 72h verfolgt.

Zur Uberpriifung des Systems wurden zu gleicfieilen Zellen einer CFPund einer YFP
markierten Kultur in ein Flusskammersystem inokuliert und die Biofilmbildung aufgezeichnet (Julia
Godeke, unverdffentlicht). Das Aussehen des Biofilms (Abb. 23) ist vergleichbar mit dem aus friheren
Studien(222). Dartiber hinaus entspricht die Farbverteilung Gelb und Blau (Abb. 23) dem Verhaltnis
zum Zeitpunkt der Inokulation. Weder der Prozess der Fluoreszenzmarkierun§.earidensisviR-1
noch die Uberproduktion unterschiedlicher Fluoreszenzproteine wirkt sich somit negativ auf die
Biofilmbildung aus.Durch Anwendung des miniTASystems aufS. putrefaciendCN-32 (172) gelang es

mir, auchdiese Speziesiit einer GFPLebendfluoreszenz zu verseh@aten nicht gezeigt).
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qarcS, hgiA u n darcépkolonisieren Oberflachen initial effektiver als der Wildtyp

Die Beobachtung fluoreszenzmarkierter Zellen im Flasskersystem gibt sowohl Aufschluss
Uber den Reifungsprozess eines Biofilms, als auch Uber die ersten Schritte der Zellen bei der

Kolonisierung von Oberflachen.

S.oneidensiMR-1 Wildtyp-Zellen sowie die DeletionsmutantegarcS, ghptA und garcA
wurden mi GFP fluoreszenzmarkiert und in einem Flusskammersystem auf ihre Féhigkeit, Oberflachen
zu Kolonisieren, untersucht. Dazu wurde die Oberflache der Flusskammer 4naokgkation in LM
(lactate medium) fotografiert und in Bezug auf Unterschiede zwischenildlyp und oarc-
Deletionsstammen ausgewertet

Abb.24: Oberflachenbesiedlung im
Flusskammersystem

Wildtyp

Die Abbildung zeigt eine
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der
Oberflache eines Flusskammersystems
nach 4h Inkubation mit S. oneidensis MR-1
Wildtyp sowie qarcS, ghptA u n d arcé
Dabei ist die Ober-flachenabdeckung mit
107 Zellen/mm? im Wildtzyp verglichen mit

W ; { garcS (239 Zellen'/mm?) und  ghptA

(221 Zellen/mm?) um Faktor zwei geringer.
s B Fir omrcA (343 Zellen/mm?) betragt der

Faktor drei. Die grauen Kasten innerhalb

der Fluoreszenzaufnahmen umrahmen eine
Flache von 0,9mm?>

201 Zellen 297 Zellen i ¥
R, | Pl SRV T A s

Zellen des Wildtyps besiedeln dabei die Oberflache mitZgien/mnf, wahrend sich fiir die
DeletionsstimmemrcS Werte von239Zellen/mnf, f ¢, thptAgon 221Zellen/mnfu n d  &rgArnvon o
343Zellen/mnt ergeben. Damitst die OberflachenbesiedlungsdichtecarcS u n dhptépum Faktor
zwe i u archA sagar ungd-aktor drei hoher als die des Wildtype Besiedlung der abiotischen
Oberflache im Flusskammersystem wird in nicht unerheblidMeise durch das AfSystem von

S.oneidensigMR-1 mitreguliert.

qarcS, hmA u n d arcép verlieren die Fahigkeit zur Ausbildung dreidimensionaler

Strukturen wahrend der Reife des Biofilms

Um zu verfolgen, inwieweit sich die Reifung des BiofilmsyiarcS, ghptAund garcA von der
des Wildtyps unterscheidet, kultivierte ich die entsprechenden -fBfeiPeszenzmarkierten
S.oneidensiMR-1 Stdmme in einem Flusskammersystem in LM fiir 48h. Nach 4h, 24h und 48h nahm
ich ein dreidimensionales Bild des Biofilms in 20facher und 63facher VergréResti(dydn. 25).
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In den ersten & beginnt der Wildtyp mit der Besiedlung der Oberflache. Dabei breiten sich die
Zellen vorzugsweise horizontal einzelschichtig aus. Teilweise ist aber bereits ein Dickenwachstum des
Biofilms zu beobachten (Abb. 25). 20h spatrdie Oberflache geschlossen und vielschichtig besiedelt
und erste dreidimensionale Strukturen werden ausgebildet. Nach weiteherst2die Landschaft des
Biofilms von einer Vielzahl dreidimensionaler Strukturgepragt, die sich Gber die vielschigi
AGrundsubstanzidi des Biofil ms er heb e nhZeitiimakbdei fal
Oberflache nicht mehr restlos mit Zellen bedeckt ist

ah 24h 48h

Abb.25: Biofilmbildung von ~ S. oneidensis MR-1 mit Deletionen im Arc System im Flusskammersystem

Die Abbildung =zeigt als Schattenprojektion die Biofiimstadien verschiedener GFP-fluoreszenzmarkierter
S. oneidensis MR-1 Stamme im Vergleich. Dabei zeigt Reihe Eins die Entwicklung eines Biofilms im Wildtyp. Die
Reihen Zwei bis Vier bilden die Entwicklung von garcS, ghptA u n darcéab. Der VergroRerungsfaktor der Aufnahme
ist in der Abbildung gesondert aufgefihrt (20x und 63Xx).
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Die MutantenstammegarcS, ghptA und garcA zeigeni verglichen mit dem Wildtyd eine
unterschiedliche Entwicklung des Biofilms. Veriglee der Mutantenstdmme untereinander zeigten
ahnliche Biofilme zu jedem der aufgenommenen Zeitpunkte (Abb.25).

Nach 4h ist zu erkennendasssich garcS, ghptA und garcA horizontal deutlich weiter
ausbreiten alsS. oneidensisMR-1. Das Dickenwachstum tihingegen zu diesem Zeitpunkt mit dem
Wildtyp vergleichbar. Nach 24 ahneln sich die Aufnahmen von Wildtypnd Mutantenbiofiimen.
Lediglich die sporadisch im Wildtyp auftauchenden dreidimensionalen Strukturen findet man in keiner
der Mutanten. Nach 48 sind Wildtyp und Mutantenstdémme wieder deutlich voneinander verschieden.
Die Fahigkeit zur Ausbildung dreidimensionaler Strukturen ist in den Mutapess, ghptAund garcA
vollig verloren gegangen. Verglichen mit dem Aussehen nach 2dolgte nur noch ein leichtes

Dickenwachstum. Ansonsten sind keine Unterschiede im Biofilmph&notyp zu erkennen.

Das ArcSystem vonS.oneidensidMR-1 verdndert das hmontale Ausbreitungsverhalten auf
einer Oberflache, sowie es verhindert, dass sich bei der Reifung des Biofilms dreidimensionale Strukturen

ausbilden. Jedoch bleibt unklar, durch die Regulation welcher Gene Arc Einfluss auf den Biofilm nimmt.

Das Arc-Sydem kontrolliert die Biofilmentwicklung durch AggA und MxdABCD

Bei der Auswertung der Transkriptomdaten wgarcS war die Genexpression auch solcher
Gene verandert, die einen dokumentierten Einfluss auf die Biofilmbildun® vareidensidMR-1 haben.
So werden sowohl die GemaxdABCD (221) als auchaggA (45 durch ArcS in ihrer Expression
beeinflusst (Abb. 26)

o @ s =
3,0 2,8 2,7

Microarray: -3, -2, -2,
qRT-PCR: -2,9 -6,7
$S0_4322
| -1XB s [ aggA . B [m
$0_4321
Microarray: +1,9 +1,8 +1,8 +2,2 +2,2
qRT-PCR: +2,6

Abb.26: Genetische Organisation von mxdABCD und aggA

Die Abbildung zeigt die genetische Organisation von mxdABCD (oben) und aggA (unten). Die Gene meines Interesses
sind dabei als schwarze Pfeile dargestellt. Gene, die in einem mdglichen genetischen Kontext stehen, aber nicht naher
untersucht wurden, sind als Gradientenpfeile abgebildet. Die Regulation der Gene durch ArcS ist als Vielfaches der
Expression bezogen auf dem Wildtyp (Zahlen unterhalb der Gene) dargestellt.
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MxdABCD

In einer Mutagenesestudie zur Identifizierung biofilmrelevanter Gene zeigten riélyierte
Stamme unabhangig voneinander Insertionen von Tn5 mxdABCD oder der zugehdrigen
Promotorregion(221). Die Analyse der a&equenzen sagt fir MxdA&in 462aa langes GGDEF
Domanenprotein, fur MxdB eine 4@& lange membrangebundene Glycosyltransferase, fir MxdC eine
35l1aa lange membrangebundene Effluxpumpe und fur MxdD einadlBnges Membranprotein
unbekannter Funktion voray221). Untersuchungen der Biofilmentwicklung in den Deletionsstimmen
gmxdA gmxdB gmxdCund gmxdDin einem Flusskammersystem zeigten einen deutlich vom Wildtyp
unterscheidbaren Biofilmphanotyp21).

AggA

Studien mit Rifampicin behandelten Kulturen v8noneidensisviR-1 fuhrten zur Isolierung
einer hyperaggregierenden Mutante. Diese zeigt in-G2bProteomanalysen eine deutliche
Uberproduktion des Proteins SO_432®gA) (45). aggAist Bestandteil eines RTperons(45) und
kodiert fur einen TolGartigen aktiven Kanal220). Stdmme mit Deletionen iaggA verlieren die
Fahigkeit, an Glasoberflachen adhéarierenund bilden im Vegleich zum Wildtyp deutlich weniger
Biofilm aus(45).

Das putativanxd ABCDOperon wird inqarcS verglichen mit dem Wildtyp um Faktor 3 weniger
exprimiert. Die Expression vaaggAhingegen wird um Faktor ~2,5 positiv beeinflusst (Abb. 26).

Wirde die Reversion der Expression \aygAund mxdABCDin einemaarcS Hintergrund den
dort beobachtetenig&filmphanotyp dem des Wildtyps wieder anndhern? Zur Beantwortung dieser Frage
konstruierte ich zum einen die DeletionsstamgmeggA und garcShaggA und zum anderen den
induzierbaren Vektor pBBRMCS5BAD-mxdABCD Diesen Vektor transformierte ich anschlie@én
S.oneidensisvIR-1 Wildtyp, garcS, qaggAund gqarcShaggA

Eine Deletion voraggA fuhrt auch zur Eliminierung der korrespondierenden RNA. Sowohl in
der EinzeldeletiorgmggA als auchin der DoppelmutantemrcSimggA erfolgt demnach keine weitere
Expresion vonaggAund auf diese Weise wird eine negative Regulationuliert.

Der Vektor pBBRIMCS5BAD-mxdABCD erlaubt die kontrollierte Transkription von
mxdABCD in Abhangigkeit vom BADBPromotor. Unter Zusatz von 0,2%-Arabinose zu den
plasmidtragenden &mmen S.oneidensidMR-1 Wildtyp, garcS, gaggA und gqarcSkmggA wird die

Expression gezielt induzieuind simuliert die erhéhte Expression

In Abbildung 27 ist der Biofilm vonS.oneidensidMR-1 und garcS in Abhangigkeit der
veradnderten Expression fimxdABCDund aggA nach 24 und 48 abgéildet. Dabei zeigt die obere
Reihe Aufnahmen von Wildtyp undarcS. Die Entwicklung der jeweiligen Stamme entspricht den
Beschreibungen von S. &3.
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Uberexprimiert marmxdABCDim Wildtyp, so ist die Ausbildung dreidimensionaler Strukturen

schon nach£2h zu beobachterApb. 27). Auch ist die Zahl er dreidimensionalen Strukturen gegentber

dem Wildtyp deutlich erhéht. Di®©berflachenabdeckung durch die Zellend die Ausbildungeines

ABi of i | mr as éurck die Uberdxmdssion manxdABCDunterdrickt zu werdenl n ara®

fuhrt die Uberexpression vomxdABCD ebensowie im Wildtyp zu einer Beeintrachtigung in der

horizontden Oberflachenabdeckunder Zellen. Interessanterweise jedaehr | a argStdie varlorene
Jedoch

Fahigkeit zuriickdreidimensionale Strukturen auszukild .
MCS5BAD-mxdABCDIm Aussehen weiterhin deutlich vom Wildtyp

unareSH pBRBRe i det

Die Deletion vonaggA fuhrt sowohl im Wildtyp wie auch in der MutantgarcS zu einer

verminderten Fahigkeit, an die abiotische Oberflache der Flusskanameuheften die Zellen

agglutinieren und Bilden Klumpen. Daarklart mdglicherweise auch die fehlende Bildung einer

geschlossenen Zellschicht (AltY). Die zeitliche Auspragung dreidimensionaler Strukturen und ebenso

Zahl und GroR3e bleiben igaggA verdichen mit dem Wildtyp unverédndert. Die Deletion vaggA in

qarcSfuhrt dazu, dasgarcSgaggAdreidimensionale Strukturen bildet, die in Gré3e und Zahl denen des

Wildtyps entsprechen

24h

Wildtyp

48h

PBBR1-MCS5-BAD-mxdABCD

AaggA

24h

Aarc§

48h

AaggA

pBBR1-MCS5-BAD-mxdABCD

Abb.27: Biofilmbildung von

S. oneidensis MR-1 Wildtyp und ¢arcS mit Deletionen in aggA sowie die

Uberexpression von mxdABCD

Die Abbildung zeigt die Biofiimstadien verschiedener GFP-fluoreszenzmarkierter S. oneidensis MR-1 Stdmme im
Vergleich. Dabei zeigt Reihe 1 die Entwicklung eines Biofilms im Wildtyp und garcS nach 24h und 48h. Die Reihen 2 bis
4 bilden die Entwicklung von Wildtyp und garcS mit Deletion in aggA (Reihe 3 und 4) und/oder Expression von
mxdABCD (Reihe 4 und 2) von pBBR1MCS5-BAD-mxdABCD. Der Vergrof3erungsfaktor der Aufnahme betragt 20.
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Deletiert mamaggAbei gleichzeitiger Uberexpression varxdABCD so erhélt man mitgggA
+ pBBR1:MCS5BAD-mxdABCDeinen Stamm, welcher bereits nach 24h dreidimensionale Strukturen
ausbildet und in seiner Fahigkeit beeintrachtigt ist, flichenhafte Biofilme auszulitde¥oqmggA +
pBBR1-MCS5BAD-mxdABCD ist ein Stamm, der horizontales Flachenwachstum vollstdndig zu
unterdriicken scheint und nur noch aus dreidimensionalen Strukturen besteht (Abb. 27). Diese Strukturen
unterscheiden sich sowohl in Zahl, im zeitlichen Auftretend in GrofRe deutlich von denen des
Wildtyps.

Bei der Untersuchung, welche Gene bei der veranderten Biofilmbildugrics eine Rolle
spielen, identifizierte ichaggA und das mégliche OperomxdABCD Die Umkehr der Expression
bezogen aufmrcS (Abb. 26)flhrte auch zu einer Umkehr desgmrcSbeobachteten Biofilmphanotyps.
Jedoch fuhrtedie verédnderte Expression vaggA und mxdABCDim Hintergrund vongarcS nie zur
vollstdndigen Wiederherstellung d8soneidensisMR-1 Wildtypphé&notyps. Allerdings konetder Effekt
der erhéhten Oberflachenabdeckumgch initialer Anheftung abgeschwécht und dem Wildtypniveau
angeglichen werden (Abb.24). Dariber hinaus gewaarcS auch die verlorene Fahigkeit zurick,
dreidimensionale Strukturen zu bildéramit stellenaggA und mxdABCDwichtige Schliisselgene bei der

Regulation der Biofilmbildung durch ArcS dar.

5.1.5 Interaktionsstudien mit ArcS, HptA, und ArcA

Analysen der Phanotypen vomrcS, ghptAund garcAin Bezug auf Wachstum, Biofilmbildung
und Motilitétebensowie Transkriptomdaten deuten auf ein Zusammenspiel von ArcS, HptA und ArcA in
einem TCSSystem. Wenn dem so ist, interagieren die drei Komponenten miteinander und ein
Phosphogruppentransfer erfolgt zwischen Sensorkinase und Antwortregulator Uber HptA. Zur
Demongration direkter funktionaler Interaktion griffen wir auf zwei Strategien zurtick. Die erste Strategie
sollte in einem bakteriellen Zwéiybridsystem (BTH) die spezifische Interaktion von ArcS, HptA und
ArcA invivo belegen, die zweite Strategie den Phogphppenitbertragn vitro an den gereinigten

Proteinen zeigen.

ArcS, HptA und ArcA interagieren im bakteriellen Zwei-Hybridsystem

In Zusammenarbeit mit Lucas Binnenkade konzipierte ich einen Test basierend auf dem BTH
konstruiert von Karimova et al. 1998 (108). Zur Produktion sowohl aminoterminaler als auch
carboxyterminaler Fusnen mit T25 und T18 wurderarcS hptA und arcA in die BTH
Expressionsvektoren kloniert. T25 und T18 bilden dabei Segmente der katalytischen Doméne der

BordetellapertussisAdenylatzyklase CyaA.
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Tabelle 4: Interaktionsstudien im Bakteriellen Zwei-Hybridsystem i Stammliste

Stamm Plasmid plasmidkodiertes Proteinfragment Genelocus Selectionsmarker
BTH10t1  pUT18C_PAS ArcS PASPASHisKAHATPas®ecRec SO_05774rc9 Amg
pKT25_ArcS PASPASHisKAHATPas&ecRec SO_05774rcS Karf
BTH10t1  puUT18_PAS_ArcS PASPASHisKAHATPas®ecRec SO_05774rc9 Amgd
pKNT25_HptA HptA’ SO_1327hptA) Karf
BTH10t1  pUT18C_PAS_ArcS PASPASHisKAHATPas®ecRec SO_05774rc9 Amgd
pKNT25_ArcA ArcA SO_39884rcA Karf
BTH10t  puUT18 HptA HptA’ SO_1327hptA) Amg
pKT25_HptA HptA’ SO_1327hptA) Karf
BTH10f1  pUT18C_ HptA HptA’ SO_1327HptA) Amg*
pKT25_ArcA ArcA SO_39884rcA Karf
BTH10%1  puUT18C_ ArcA ArcA SO_39884rcA Amg*
pKNT25_ArcA ArcA SO_39884rcA Karf
BTH101 pUT18C_BarA HAMPRHisKAHATPas&eeHpt SO_3457harA) Amp}
pKT25_BarA HAMRHisKAHATPas&ecHpt SO_3457harA) Karf
BTH101 pUT18C_PAS_ArcS  PASPASHisKAHATPas&ecRec SO_05774rcS Ampt
pKT25_PAS_ArcB PASHisKAHATPas&ecHpt b3210 @rcB Kan®
BTH101 pUT18C_ HisKA_ArcS HisKAHATPas&kecRec SO_05774rcS Ampt
pKT25_HisKA_ArcB HisK AHATPas&kecHpt b3210 &rcB Karf
BTH10f  puT18czip GCN4 YELOO9GHCNS Amg®
pKT25zip’ GCN4 YELOO9GHCNS Karf
BTH101  puT18€ - - Ampt
pKT25 - - Karf

*BTH101 Stamm bereitgestellt von EUROMEDEX, Frankreich
®Plasmid Positivkontrolle Hefe Leucinzipper), bereitgestellt von EUROMEDEX, Frankreich

‘Leerplasmid Negativkontrolle, bereitgestellt von EUROMEDEX, Frankreich
“volllangenprotein
verandet nach Lassaktal. (123

Tabelle4 und Abbildung 28sind verandert aus Lassa&k al enthommen(123) und zeigen
zusammengefst die fir diese Arbeit wichtigen Stdmme und Interaktionen. Ausfuhrliche Informationen
Uber alle getesteten Fragmente und Kombinationen der-&Tallyse desS.oneidensidMR-1 Arc-
Praxi smodul be Arc twe-tompAr@t aeguaony e r i zat i on
L®@.as Bi nnenk

Systems sind im

system inS.oneidensidMR-1: a bacterialtweh y br i d anal ysi sii von

Im Fall von HptA und ArcA kodieren die fur die Intktionsstudien eingesetzten Plasmide stets
das Volllangenprotein. Im Fall von ArcS sparten wir die Sequenzen des periplasmatischen Bereichs und
der TM-Doménen aus, da es unwahrscheinlich ist, dass diese Abschnitte fur funktionale Phattsim
Interaktimen bendtigt werden. Ebenso wie fur AneSteten wir von der in unsere Untersuchungen mit

einbezogenen HK BarA nur den zytoplasmatischen Carboxyterminus
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Die HybridHK BarA bildet zusammen mit dem RR UvrY ein funktionales T88tem in
E.coli (179 und S.oneidensiMR-1 (Binnenkade & Lassalet al., unveroffentlicht). Aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten zH. coli ArcB im Kinase (57%) und Empfangerdomaneskich (58%), die
denen von ArcS unk. coli ArcB vergleichbar sind (Abb. 13), stellte die HybHK BarA eine geeignete
Spezifitatskontrolle im BTH dar. Di&ntersuchungen ergaben, dass alleimserem €st eingesetzten
Komponenten mit sich selbst interaigen (Abb. 28. Dieses Ergebnis entsprach unserer Erwartung und
steht im Einklang mit dem Wissen, dass T@®teine homodi(multi)merisieref104, 129, 213. Die
Studie zeigt dartuber hinaus eine deutliche Interaktion zwischen KontponérncS, HptA und ArcA
(Abb. 28 und damit allerMitspielerndes putativen ArSystems vors.oneidensisviR-1. Im Gegensatz
dazu konnte keine Interaktion zwischen BarA timtA oder BarA und ArcA beobachtet werden. Damit
sind die zwischen ArcS, HptA und ArcA detektierten Interaktionen das Ergebnis spezifischer

Zusammenarbeit im selbel CSSystem.

Interaktion mit
ArcS HptA ArcA BarA

st e | 0-0—33 @ @
HptA(SO_1327)  1-121 .

ArcA (50_3088)  1-238

BarA(S0_3457)  173-929 (e o { xey ot

Protein Aminosauren Proteinfragment

000
00

oo

Abb.28: In vivo Interaktionsuntersuchungen der Komponenten des S. oneidensis MR-1 Arc-Systems ArcS, HptA
und ArcA im bakteriellen Zwei -Hybridsystem

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der in vivo Interaktionsuntersuchungen im bakteriellen Zwei-Hybridsystem. In der
linken Bildhalfte sind die getesteten Proteine mit Domanenstruktur dargestellt. Dabei sind nicht getestete Bereiche der
Proteine ArcS und BarA gebleicht. Die rechte Bildhalfte zeigt den Ausschnitt einer McConkey-Agarplatte mit 3 pl
Tropfen des zu testenden BTH101-Stammes (vgl. Tabelle 4) nach 72 h Inkubation bei Raumtemperatur. Die Intensitat
der Rotfarbung der Kolonie ist ein Maf fur die Stéarke der getesteten Interaktion.

ArcS dephosphoryliertin vitro ArcA tUber HptA

Parallel  zu der Interaktionsanalyse im BFBystem  fuhrte ich eine
Phosphogruppentranséralyse mit den aufgereinigten Proteinen ArcS, HptA und Arcitro durch.
Auch hier diente als Spezifitatskontrolle die HK BarA.

HptA wurde als aminoterminales G&Usionsprote aufgereinigt, alle anderen Proteine als
rekombinante aminoterminale HiBusionsproteine. ArcS reinigte ich als I6sliche Variante nur unter
Erhalt der katalytischen Region (aa 6B236; vgl. Abb. 13) auf. Der Versuch, Versionen von ArcS auch
unter Erh#t der PASDomanen zu generieren, wurde parallel mehrfach unternommen. Jedoch gelang es
selbst durch Einsatz verschiedener Fusionen ¢(Himd GST) sowie Rekonstitutionen aus
Einschlusskorperchen nicht, gleichzeitig 16sliche und funktionale Variantendtelten (Daten nicht
gezeigt). Das Konstrukt zur Uberproduktion von BarA wurde als zytoplasmatische Variante sowohl als
Version mit HAMPRDoméane (181929) als auch, genau wie ArcS, als Version ohne sensorische Doméane

(292:929) generiert.
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Die Aufreinigung @r Proteinesowie die Konstruktion der Uberexpressionsplasnédelgte

z.T. in Zusammenarbeit mit Anfzena Henche. Detaillierte Protokolle sowie Proteinanaly&emen in

ihrer Bachel orarbeit mit dem Thema A UmaSesasorkinaseh un g

des ArecSystems irBhewanella oneidensddR-17 nachgel 68.en wer den

Abb.29: Autoradiographieuntersuchung von in vitro Interaktionen der Komponenten des  S. oneidensis MR-1
Arc-Systems Ar ¢S, HptA und ArcA

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen auf Interaktion (links) und Kinaseaktivitat (rechts) mittels
Autoradiographie. Dabei sind sowohl die im Autoradiographen detektierte Radioaktivitdt als auch die
korrespondierenden Proteine (Coomassie G250 - Brillantblau Farbung) dargestellt. Links: Je 10 uM radioaktiv
markiertes ArcA oder ArcApssn wurden mit &quimolaren Mengen HptA und ArcS oder BarA fur 60 s inkubiert.
Phosphogruppentransfer wurde durch Detektion der Radioaktivitdt bestimmt. Dabei interagieren in einen reversen
Phosphorelaissystem ArcS, HFptA und ArcA miteinander. Rechts: Analyse der Kinaseaktivitat von ArcS und BarA. Nach
Zugabe von radioaktiven [0°°]-ATP zu 10 pM HK erfolgte eine Inkubation bei 30°C. Zu definierten Zeiten wurde die
Kinasereaktion abgestoppt und die Radioaktivitat bestimmt. Dabei ist BarA bereits nach 5 min geséttigt. ArcS hingegen
zeigt selbst nach zwei Stunden nur eine vergleichsweise geringe Kinaseaktivitat. Die korrespondierende Punktmutation
im katalytischen ArcS-HKyy7s; lasst sich durch Zugabe von [0°%°]-ATP nicht phosphorylieren.

Die Aktivitdt der gereinigten Sensorkinasen wurde dabei durch Inkubation der Kinasen mit
[ B7-ATP getestet (Abb. 29 BarA zeigt dabei bereits nachnfin eine Sattigung mit Phosphat. Im
Gegensatz dazu ist bei ArcS auch nach 2h nur ein schwaches radioaktives Signal zu verzeichnen. In der

Punktmutation ArcSHK 7314 findet keine Phosphorylierung mestatt.

Um nun zu testen, ob ArcS und/oder BarA ArcA transphosphorylieren kénnen, wurden ArcS
und BarA entsprechend ihrer Kinetiken if37-ATP radioaktiv markiert und mit ArcA und/oder HptA

inkubiert. Jedoch konnte weder BarA noch ArcS radioaktives Phosphat auf ArcA Ubertragen (Daten nicht

gezeigt).

Fur E. coli ArcB ist bekannt, dass es sich um ein bifunktionales Enzym handelt, weiatie

nur ArcA phosphorylieren sondern auch dephosphorylieren K&8n175). In einem zweiterAnsatz
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