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2 Abstract 

 

Most prokaryotic signal transduction systems and a few eukaryotic pathways use 

phosphotransfer schemes involving two conserved components, a histidine protein kinase and a response 

regulator protein. The histidine protein kinase, which is regulated by environmental stimuli, 

autophosphorylates at a histidine residue, creating a high-energy phosphoryl group that is subsequently 

transferred to an aspartate residue in the response regulator protein. 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 responses to a 

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 other circumstances, 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 environmental factor for many microbes, in particular for 

bacteria such as Shewanella species, which thrive in redox-stratified environments. One of the best-

studied systems involved in mediating the response to changes in environmental oxygen levels is the Arc 

two-component system of Escherichia coli, consisting of the sensor kinase ArcB and the cognate 

response regulator ArcA. An ArcA ortholog was previously identified in Shewanella, and as in 

Escherichia coli, Shewanella ArcA is involved in regulating the response to 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 in Shewanella oneidensis MR-1. Phenotypic mutant characterization, 

transcriptomic analysis, protein-protein interaction, and phosphotransfer studies revealed that the 

Shewanella Arc system consists of the sensor kinase ArcS, the single phosphotransfer domain protein 

HptA, and the response regulator ArcA. Phylogenetic analyses suggest that HptA might 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 kinase, perhaps as a consequence of regulatory adaptation to a redox-stratified 

environment. 

In contrast to the highly conserved histidine kinase ArcS, the response regulator SO_4444 is 

species-specific for S. oneidensis MR-1 and S. baltica OS223. Bioinformatic analyses of SO_4444 and 

itôs genetic context suggest horizontal gene transfer from Aeromonas species. Moreover, phenotypic 

mutant characterization and transcriptomic analysis revealed incorporation of the phylogenetic new 

component SO_4444 into the consisting regulatory network of S. oneidensis MR-1. 

Thus, the response regulator SO_4444 as well as the Shewanella Arc-System exemplify two 

evolutionary strategies changing two-component regulatory networks in bacteria. 
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3 Zusammenfassung 

 

Die Eroberung neuer Lebensräume und die Anpassung an verschiedenste Umweltbedingungen 

können durch Organismen ein und derselben Familie erfolgen. Die entstehende Artenvielfalt resultiert 

primär nicht auf Grund von Veränderungen im genetischen Bauplan sondern vielmehr aus der 

Diversifikation der regulatorischen Signaltransduktionssysteme welche diesen Bauplan umsetzten.  

Unter diesen Systemen ist die Zwei-Komponenten-Signaltransduktion (TCS) von zentraler 

Bedeutung für die koordinierte Antwort auf umweltbedingte Veränderungen nicht nur in Bakterien 

sondern auch in Archaeen, Protisten und Pilzen. Prototypischerweise reagiert eine Rezeptorhistidinkinase 

auf ein extrazelluläres Signal und leitet dieses durch Transphosphorylierung auf einen zytoplasmatischen 

Antwortregulator weiter, welcher seinerseits als Transkriptionfaktor agiert. Dabei können orthologe 

Transkriptionsfaktoren für die Expression völlig unterschiedlicher Gene verantwortlich sein und es 

eröffnen sich Spielräume für die Anpassung an unterschiedlichste Umweltbedingungen. 

Shewanella Spezies sind Gram-negative, 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 Besiedlung so unterschiedlicher ökologischer 

Nischen schlägt sich auch in der Diversität der Regulationssysteme nieder. So variieren allein die 

bekannten Zahlen von TCS-Proteinen innerhalb der Shewanellaceae von 67 in S. denitrificans OS217 bis 

116 in S. sediminis HAW-EB3. 

Der Antwortregulator SO_4444 gehört dabei zu den TCS-Proteinen, die sich ausschließlich in 

einigen wenigen Shewanellen finden (S. baltica OS223  und S. oneidensis MR-1). Phylogenetische 

Untersuchungen des genetischen Kontextes von SO_4444 legen den Schluss nahe, dass der 

Antwortregulator zusammen mit einer Hybrid-Histidinkinase SO_4445 und weiteren fünf Genen durch 

lateralen Gentransfer aus Aermonas sp. aquiriert wurde. Deletionen und Insertionen in SO_4444 führen, 

verglichen mit dem Wildtyp, zu einer Beeinträchtigung der Biofilmbildung sowohl unter statischen 

Bedingungen als auch in einem hydrodynamischen Flusskammersystem. Eine Erhöhung des 

intrazellulären Levels an an zyklischem Guanosinmonophosphat (c-di-GMP) durch das Einbringen einer 

Guanylatzyklase aus Vibrio cholerae (VCA_0956) und die resultierende partielle Wiederherstellung des 

Wildtypphªnotyps deuten auf eine Abhªngigkeit des æSO_4444-Biofilmphänotyps von dem 

Signalmolekül. Darüber hinaus zeigen weitere Untersuchungen im genetischen Kontext von SO_4444 

ebenso für die Hybrid-Histidinkinase SO_4445 einen deutlichen Einfluss auf den Biofilm. 

Interessanterweise unterscheidet sich dieser sowohl in Quantität und Morphologie. Zudem führt die 

Deletion beider Gene zu einem der Einzeldeletion æSO_4445 vergleichbaren Phªnotyp. Damit lassen 

sowohl die differentiellen Phªnotypen in æSO_4444 und æSO_4445, als auch das Verhalten des Doppel-

Dletionsstamms keine offensichtlichen Schlüsse 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 ausüben kann, und sich damit 
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sowohl die Möglichkeit bietet das sensorische Potential eines Organismus zu erweitern als auch 

bestehende Regulationsmechanismen zu verfeinern oder neue zu etablieren. 

Im Gegensatz zu SO_4444 ist die Hybridsensorkinase ArcS (SO_0577) eine Autapomorphie 

aller Shewanellen und damit Bestandteil des Kernsatzes an TCS-Proteinen. Unsere Untersuchungen in 

S. oneidensis MR-1 konnten das Protein als korrespondierende Kinase zum Antwortregulator ArcA 

identifizieren. Die Anoxische Redoxkontrolle (Arc) regelt in Escherichia coli u.a. die Anpassung an einen 

wechselnden Sauerstoffgehalt in der Umwelt. Hierbei misst die Sensorkinase ArcB den Redox-Status des 

Chinon-Pools der Membran und leitet die Information über ein Phosphorelaissystem an ArcA weiter. 

Identifiziert man ein Pendant zum E. coli ArcA in Shewanella leicht durch eindeutige 

Sequenzähnlichkeiten (81% Sequenzidentität für S. oneidensis), so führt ein Abgleich von ArcB (E. coli) 

mit dem Shewanella Proteom zu keinem eindeutigen Ergebnis. Nur das Histidin-Phosphotransfer-Protein 

HptA zeigt signifikante Homologien zum C-Terminus von ArcB. Interessanterweise liegt hptA im 

gleichen genetischen Kontext wie das E. coli arcB. Diese Tatsache spricht entweder für Deletion oder 

Translokation des die Kinase kodierenden Genabschnitts. Phänotypische Vergleiche der  Deletionstämme 

ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA mit S. oneidensis Wildtyp offenbaren auffällige Übereinstimmungen der 

Mutanten bezogen auf Wachstum, Biofilmbildung und. Dabei zeigten zugehörige Doppel- und Tripple-

Deletionen nie kumulative Effekte. Mehr noch in vitro Interaktionsstudien an aufgereinigten Proteinen 

zeigen Phosphotransfer zwischen ArcS, HptA und ArcA. Damit rekonstituiert sich das atypische Arc-der 

Shewanellaceae aus ArcS, HptA und ArcA. 

ArcS weicht in seiner modularen Struktur stark von der bekannter ArcB-Proteine ab und weist 

auch keinerlei signifikante Sequenzhomologien zu ArcB auf. Damit bildet ArcS einen phylogenetisch 

distinkten Arm von ĂArcBñ-Proteinen. Doch dieser auffälligen strukturellen und phylogenetischen 

Unterschiede zum Trotz ist es möglich, Deletionen in arcB (E. coli) und arcS und/oder hptA 

(S. oneidensis MR-1) zu kreuzkomplementieren. Zusammengefasst stützt dies die These einer 

Trunkierung der sensorischen Komponente ArcB und Rekrutierung der alternativen Sensorkinase ArcS 

als funktionalen Ersatz.  

Weiterführende in vitro und in vivo Untersuchungen an den katalytischen Resten ArcS-HKH731, 

ArcS-RecID1017 und ArcS-RecIID1162 deuten aber darauf hin, dass obwohl ArcS und ArcB funktional 

konvergieren, der Regulationsmechanismus fundamental unterscheidet. Vergleichende Analysen 

zwischen ArcB (E. coli)- und ArcS-Sensorik indizieren zudem eine Veränderung im Signalspektrum 

ebenso wie in der Signalaufnahme und Signalweiterleitung. 

Das Shewanella Arc-System steht damit ebenso beispielhaft wie der Antwortregulator SO_4444 

für den evolutionären Wandel von TCS-Schaltkreisen, der es diesen Bakterien mit ermöglicht in 

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

 

4.1 Genus Shewanella 

 

Bei der Identifizierung von Mikroorganismen in ranziger Butter wurde im Jahre 1931 

Shewanella erstmals als Achromobacter putrefaciens (48) isoliert. Nach Umbenennung des Taxons in 

Pseudomonas im Jahre 1941 (133) und weiteren Reklassifizierungen in den 60er und 70er Jahren unter 

anderem in Alteromonas (11), schlug 1985 die Geburtsstunde von Shewanella als eigene Gattung 

innerhalb der Ordnung Alteromonadales (138). Bis heute sind 48 eigenständige Arten mit 17 vollständig 

sequenzierten Genomen (Abb.1; Tabelle 1) aus unterschiedlichsten Lebensräumen bekannt (80).  

 
nach Hau et al. 2006 (80) 

Abb.1: Phylogenetische Analyse des Genus Shewanella  aus (80) 

Phylogenetische Vergleiche innerhalb des Genus Shewanella zeigen für einige Gruppen einen Zusammenhang 
zwischen Habitat und genetischem Ursprung. Verschiedene Farben stehen stellvertretend für die unterschiedlichen 
phylogenetischen Gruppen (vgl. Tabelle 1). In einigen Fällen 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 unvollständiger 16 S rRNA zu ermöglichen. 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).  

http://itol.embl.de/
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4.1.1 Allgemeines 

 

Die physiologisch und ökologisch sehr heterogene Gruppe der Shewanellen umfasst nicht nur 

freilebende Vertreter, deren Umwelt sich in Bezug auf Nährstoffe, Salzgehalt, Temperatur, 

Redoxpotential, und Druck unterscheidet, sondern es existieren auch Arten, die mit anderen Organismen 

in Symbiose, Epibiose und Synthrophie koexistieren oder sogar als deren Pathogene auftreten (80) 

(Tabelle 1). 

Allgemein formen die fakultativ anaeroben ɔ-Proteobakterien der Gattung Shewanella gram-

negative Stäbchen mit einer Länge von 2-3 µm und einem Durchmesser von 0,4-0,7 µm (229). Sie sind 

motil ï meist durch ein einzelnes polares Flagellum (229) ï und lassen sich nach Anreicherung leicht 

kultivieren und genetisch manipulieren. Damit unterscheidet sich Shewanella kaum von dem 

Modellorganismus für gram-negative Bakterien E. coli.  

Es erklärt auch recht einfach, warum die moderne Ära Shewanella erst 1988 mit der 

Beschreibung der Dissimilation von Mangan- und Eisenoxide durch S. oneidensis MR-1 begann (158). 

Die Fähigkeit, mehr als 10 verschiedene terminale Elektronenakzeptoren unter anaeroben Bedingungen 

zu nutzen (107) ï darunter nicht nur feste Metalloxide ï offenbart hier eine erstaunliche Bandbreite, 

verglichen mit anderen Bakterien wie E. coli. So ist S. oneidensis MR-1 in der Lage Sulfide aus 

Thiosulfaten zu gewinnen und kann darüber hinaus elementaren Schwefel reduzieren. Besonders letzteres 

ist für fakultative Anaerobier eher ungewöhnlich (80). 

Es dauerte nicht lange und es stellte sich heraus, dass auch seltene Metallionen wie Uranat 

[U(VI)] (30) Chromat [Cr(VI)] (236), Iodat (57), Technetium (237), Neptunium (132), Plutonium (24), 

Selenit (112), Tellurit (112) und Vanadat (33) durch Shewanella Spezies reduziert werden können. Mit 

diesem metabolischen Potential könnten durch den biotechnologischen Einsatz von Shewanella Spezies 

z.B. Radionukleotidverseuchte Gebiete dekontaminiert werden. Die Verstoffwechselung von 

Umweltgiften wie Nitroarenen durch einige Arten (249) bietet zudem die Möglichkeit der Detoxifikation 

vergifteter Areale.  

Im Verständnis des zugrunde liegenden Metabolismus und den assoziierten 

Regulationsmechanismen liegt der Schlüssel zur Nutzbarmachung von Shewanella zu Zwecken der 

Remediation. 
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Tabelle 1: Shewanella Spezies mit sequenzierten Genomen (63) 

Spezies oder Stamm Geografischer Ursprung Habitat, Charakteristika Quelle 

S. amazonensis SB2B Amapa Fluss, Brasilien Sediment; suboxisches Redoxbedingungen; 
Tiefe: 1 m 

(227) 

S. baltica OS155 Ostsee Meerwasser; oxische Zone O2 2ml/l;  
Tiefe: 90 m 

(27) 

S. baltica OS185 Ostsee Meerwasser; oxisch-anaoxische Grenzschicht; 
Tiefe: 120 m 

(27) 

S. baltica OS195 Ostsee Meerwasser; anoxische Zone;  
Tiefe: 140 m 

(27) 

S. baltica OS223 Ostsee Meerwasser; oxisch-anaoxische Grenzschicht; 
Tiefe: 120 m 

(27) 

S. benthica KT99 Tonga-Kermadec Graben Tiefsee; Hochdruckzone; 
Tiefe: 9000 m 

(46) 

S. frigidimarina Nordsee, Aberdeen, UK Meerwasser (25) 

S. halifaxensis HAW-EB4 Hafen von Halifax , Neu-
Schottland, CA 

Sediment, Schwerindustriehalde, 
Tiefe: 215 m 

(250) 

S. livingstonensis Ac10 Antarktische Küste Meerwasser (116) 

S. loihica PV-4 Hawaii Imperator-Rücken Hydrothermaler Schlot, eisenhaltige 
Schlämme, Tiefe: 1325 m 

(66) 

S. oneidensis MR-1 Lake Oneida, USA Limnisches Sediment, anoxische Zone, 
Mn(IV)-Reduktion 

(229) 

S. pealeana ANG-SQ1 Wood Hole Harbor, USA Tintenfisch, Nidamentaldrüse (126) 

S. piezotolerans WP3 Westpazifik (142°Ost, 8°Nord) Sediment, 
Tiefe: 1914 m  

(232) 

S. putrefaciens CN-32 Albuquerque, USA Schiefersandstein,  
Tiefe: 250 m 

(64) 

S. putrefaciens 200 Alberta, CA Rohöl-Rohrleitung (166) 

S. sediminis HAW-EB3 Hafen von Halifax , Neu-
Schottland, CA 

Sediment, 50 nautische Meilen vor der Küste, 
Tiefe: 215 m 

(249) 

S. sp. ANA-3 Wood Hole Harbor, USA Brackwasser, Arsenbehandelter Holzpier (199) 

S. sp. MR-4 Schwarzes Meer Meerwasser; oxische Zone, 16°C,  
Tiefe: 5 m 

(163) 

S. sp. MR-7 Schwarzes Meer Meerwasser; anoxische Zone; Hoher 
Nitratgehalt, Tiefe: 60 m 

(163) 

S. sp. W3-18-1 Washington coast, Pazifik Sediment, unterhalb oxischen Meerwassers, 
Tiefe: 1000m 

(153) 

S. violaceae DSS12 Ryuku Graben, Phillipinische 
See 

Sediment, 
Tiefe: 5110 m 

(165) 

S. woodyi MS32 Straße von Gibraltar, 
Mittelmeer 

Detritus, 
Tiefe: 370 m 

(140) 

 

4.1.2 Metabolismus 

 
Überleben in einer Umgebung, die durch Redox- und Nährstoffgradienten geprägt ist, erfordert 

eine hohe Flexibilität 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. oneidensis MR-1 findet man eine Vielzahl möglicher Elektronen-

Transportsysteme darunter 42 putative Typ C-Cytochrome (149). Aus früheren Studien ist bekannt, dass 

die respiratorische Vielfalt von S. oneidensis MR-1 von Cytochrom C abhängig ist. So führen Mutationen 

in den Reifungsgenen für Cytochrom C ccmB (43) und ccmC (23) zu einem totalen Verlust der anaeroben 

Respiration. Als Shuttleproteine im Elektronentransfer auf Fe(III) - Mn(IV) ï Oxide und 

Dimethylsulfoxid (DMSO) zeichnen sich das Tetrahämcytochrom C CymA in der inneren Membran, 

MtrA und DmsE im Periplasma, sowie MtrB oder DmsF und die Decahämcytochrome MtrC und OmcA 

in der äußeren Membran verantwortlich (14, 15, 154, 159, 160). Von den verbleibenden Cytochromen 

kann nur einer kleinen Zahl ï über bekannte orthologe Proteine ï eine Funktion zugewiesen werden. 

Damit ist bekannt, welche Cytochrome an der Veratmung von Fumarat (155, 156) Nitrat (41), DMSO 

(76) und Trimethylamin-N-oxid (TMAO) (76) beteiligt sind. Über die weitaus größere Zahl Cytochrome 

ist nur bekannt, dass deren Expression durch Thiosulfat und Nitrat stimuliert wird (63).    

 

Kohlenstoffmetabolismus 

 

S. oneidensis MR-1 kodiert eine Vielzahl von Stoffwechselwegen darunter den Katabolismus 

von organischen Säuren (C1-3), Fettsäuren, Aminosäuren, Peptiden und Nukleotiden (204). Darin 

spiegelt sich die biologische Bedeutung von S. oneidensis MR-1 als Verwerter organischer 

Abbauprodukte.  

Der Grundbaustein des Chitin ï N-Acetylglukosamin (NAG) ï ist eine der bevorzugten 

Kohlenstoff- und Stickstoffquellen für S. oneidensis MR-1 und wird über einen neuartigen 

Stoffwechselweg durch die Proteine NagBII und NagK in die Glykolyse eingeschleust (245) (Abb. 2). 

Die Verwertung von Milchsäure als primäre Kohlenstoff- und Energiequelle stellt eines der 

metabolischen Charakteristika von Shewanella dar. Allerdings fehlen orthologe Proteine zu LldD und 

DlD aus E. coli. Untersuchungen im genetischen Umfeld der Permease LldP identifizierten ein bis dato 

unbekanntes Cluster Milchsäureoxidierender Enzyme DlD-II und LldEFG (182) (Abb. 2). Damit ist es 

dem nichtfermentativen Bakterium S. oneidensis MR-1 möglich, die in einer komplexen mikrobiellen 

Gemeinschaft anfallende Milchsäure aufzunehmen und zu verwerten (107). 

Ein metabolisches Modell für S. oneidensis MR-1, zusammengestellt aus genomischen 

Annotationen und unter Zuhilfenahme von Daten aus der Primärliteratur [Reed, J. L., unveröffentlicht], 

identifizierte 713 metabolische Reaktionen unter Beteiligung von 780 Genen und 623 Metaboliten (63). 
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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 gängigen Nomenklatur aufgeführt. Transkriptionale Regulation und zugehöriger Transkriptionsfaktor sind durch 
farbkodierte Punkte gekennzeichnet und in der Abbildung noch gesondert näher erklärt. GlcN: Glukosamin; GlcNAc: N-
Acetyl-Glukosamin; KDG: 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphoglukonat; PEP: Phosphoenolpyruvat; P: Phosphat.   
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4.1.3 Regulation 

 
Regulatorische Signaltransduktionssysteme verknüpfen extra- und intrazelluläre Stimuli mit 

zellulären Antworten. Der Erfolg eines Organismus hängt entscheidend von der optimalen Anpassung an 

die jeweils vorherrschenden Bedingungen ab. Dabei spielen zum einen die bestehenden regulatorischen 

Mechanismen eine Rolle, wenn es um natürliche Schwankungen innerhalb der ökologischen Nische geht. 

Zum anderen ist aber auch die Flexibilität der Regulationsnetzwerke von Bedeutung, v. A. bei der 

Eroberung neuer Lebensräume mit verändertem Schwankungsbereich.  

Mit 211 Ein-Komponenten-Signaltransduktionsproteinen (OCS-Proteine) und 97 Zwei-

Komponenten-Proteinen (TCS-Proteine) (http://mistdb.com/) besitzt S. oneidensis MR-1 ein 

hervorragendes sensorisches und regulatorisches Potential um in einer gradientengeprägten Umwelt zu 

überleben. Im Vergleich dazu sind für den intrazellulär lebenden Parasiten Hämophilus influenzae 86-

028NP nur 49 OCS-Proteine und neun TCS-Proteinen (http://mistdb.com/) bekannt. Das entspricht 

weniger als einem Fünftel regulatorischer Proteine dieser Art verglichen mit S. oneidensis MR-1. 

Darüber hinaus kodiert das 5,1 Mbp große Genom von S. oneidensis MR-1 51 

Diguanylatzyklasen, 27 Phosphodiesterasen, und 20 Hybriddiguanylatzyklasen oder 

Hybridphosphodiesterasen (http://mistdb.com/). S. oneidensis MR-1 gehört damit in die Gruppe von 

Mikroorganismen mit der größten Zahl von Bis-(3ǋ-5ǋ)-zyklischem dimerem Guanosinmonophosphat (c-

di-GMP) modifizierenden Proteinen bezogen auf die Genomgröße. E. coli MG1655 ï zum Vergleich ï 

kodiert nur für 17 Diguanylatzyklasen und 19 Phosphodiesterasen in einem 4,6 Mbp großen Genom 

(http://mistdb.com/). Vergleiche dieser Art geben Hinweise auf eine mögliche größere Bedeutung 

postranskriptionaler Kontrolle zellulärer Prozesse durch externe Stimuli bei.  

 

Sekundäre Botenstoffe 

 
Zyklische Signalnukleotide sind an der Regulation zellulärer Prozesse sowohl bei Eukaryoten als 

auch Prokaryoten beteiligt (12, 31). In ɔ-Proteobakterien nimmt c-di-GMP Einfluss auf verschiedenste 

Funktionen wie Virulenz, Zellulosebiosynthese, Motilität, und Biofilmbildung (102, 251) (Abb. 3). Die 

Konzentration von intrazellulärem c-di-GMP erfolgt durch zwei Enzymgruppen. Die eine 

(Diguanylatzyklasen) erhöhen dabei die Konzentration von c-di-GMP durch Synthese aus zwei 

Molekülen GTP (102, 173, 194) (Abb. 3), die andere (Phosphodiesterasen) senken die Konzentration 

durch Spaltung in zwei Moleküle GMP (102, 195, 202) (Abb. 3). Über die Konsensus-GGDEF-Domäne 

für die Zyklasen und die Konsensus-EAL- / HD-GYP-Domäne für die Esterasen können diese Enzyme 

leicht identifiziert werden. 

 

 

 

http://mistdb.com/
http://mistdb.com/
http://mistdb.com/
http://mistdb.com/
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nach Hengge et al. 2009 (83) 

Abb.3: Struktur und physiologische Funktionen von c -di -GMP (83) 

Auf zellulärer Ebene wird der c-di-GMP Spiegel von Diguanylatzyklasen mit GGDEF-Domänen (rot) und spezifischen 
Phosphodiesterasen mit EAL- oder HD-GYP-Domänen (blau) kontrolliert. Auch kann c-di-GMP an PilZ-
Domänenproteine (grün) binden und diese aktivieren. Dabei beeinflusst es nicht nur die Motilität (240) sondern wird 
auch bei der Expression von Virulenzgenen benötigt (216). C-di-GMP stimuliert in hohen Konzentration darüber hinaus 
eine Vielzahl Biofilm-assoziierter Funktionen, wie die Ausbildung von Fimbrien oder anderen Adhäsinen sowie einer 
Vielzahl von Matrix-Exopolysacchariden (102, 194). In Caulobacter crescentus ist die präzise zeitliche und räumliche 
Anwesenheit von c-di-GMP ein Schlüssel im Zellzyklus (56). 

 

Ebenso wie c-di-GMP spielt zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) eine wichtige Rolle als 

sekundärer Botenstoff in vielen Bakterien. Es dient hier vor allem der Aktivierung des Katabolitgen-

Aktivatorproteins (CRP) (22). Aktiviertes CRP greift seinerseits in den Kohlenstoffmetabolismus ein, 

kann aber auch an der Regulation von Antibiotikabiosynthese, phototrophen Wachstum und Pathogenese 

beteiligt sein (22). Interessanterweise kontrolliert CRP in S. oneidensis MR-1 auch die anaerobe 

Respiration (196). Stämme mit einer Mutation in crp verlieren die Fähigkeit Fe(III), Mn(IV), Fumarat, 

Nitrat und DMSO zu reduzieren (196). Der Aktivierungsmechanismus für CRP unter anoxischen 

Bedingungen ist allerdings unklar, insbesondere deshalb weil Redoxsensorische Domänen fehlen. Als 

Sauerstoffsensorprotein arbeitet in anderen Bakterien FNR ï der Fumarat/Nitratreduktions-Regulator 

(110). In Shewanella findet man ein orthologes Protein mit 73,6% Sequenzidentität. Doch konnte mittels 

Deletionsmutanten gezeigt werden, dass FNR für anaerobes Wachstum nicht essentiell ist (16, 139). Ein 

regulatorischer 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 über die 

Adenylatzyklaseaktivität reguliert wird (63). Das Genom von S. oneidensis MR-1 kodiert drei putative 

Adenylatzyklasen. Zwei davon ï CyaA und CyaC ï sind für anaerobes Wachstum mit Fumarat, Fe(III) 

und DMSO als terminaler Elektronenakzeptor von essentieller Bedeutung (35). Die Verlagerung der 

anaeroben Regulation von FNR zu CRP stellt möglicherweise die regulatorische Anpassung an 

dynamische Redoxbedingungen der Umwelt dar und gewährt S. oneidensis MR-1 die benötigte 

Flexibilität im Metabolismus.  

 
Ein-und Zwei-Komponenten-Signaltransduktionssysteme 

 
Vergleichende Genomanalysen offenbarten eine relative Häufigkeit für das Auftreten dreier 

Klassen von Signaltransduktionsproteinen (192).  

 

1. Proteine mit Verantwortlichkeit im Zyklische-Signalnukleotide-Signalsystem 

 

2. Chemotaxisproteine: Im Genom von E. coli kodiert nur ein einziger Gensatz für Chemotaxis 

inklusive 5 Chemorezeptoren (243), im Genom von S. oneidensis MR-1 hingegen findet man 

gleich 3 Gensätze mit 27 Chemorezeptorgenen (63). Interessant ist dabei, dass die Bewegung der 

Zellen in Richtung terminaler Elektronenakzeptoren ï bei Abwesenheit von Sauerstoff ï in 

S. oneidensis MR-1 die chemotaktische Antwort auf das Vorhandensein von Zuckern und 

Aminosäuren im Medium dominiert (17, 162). 

 

3. PAS-Domänenproteine (Per-Arnt-Sim): Die ubiquitär verbreitete PAS-Domäne ist an der 

Wahrnehmung von Umweltsignalen wie Licht, Sauerstoff und Redoxpotentialen beteiligt (218). 

Verglichen mit E. coli besitzt S. oneidensis MR-1 mehr als die doppelte Zahl an PAS-

Domänenproteine darunter 6 Histidinkinasen (HK). Damit sind allein fast 20% der TCS-Systeme 

in S. oneidensis MR-1 an der Wahrnehmung entsprechender Reize beteiligt (http://mistdb.com/).  

 

4.2 Zwei-Komponenten-Signaltransduktion  

 
Die Anpassung an sich ständig wandelnde Umweltbedingungen erfordert die Entwicklung 

effektiver Signaltransduktionssysteme. Die meisten Prokaryoten aber auch einige Eukaryoten nutzen dazu 

Phosphogruppentransferreaktionen unter Beteiligung zweier konservierter Komponenten, einer 

Histidinkinase HK und eines Antwortregulatorproteins (RR) (213). Im Jahre 1986 veröffentlichten Nixon, 

Ronson und Asubel ihre Entdeckungen über die Ähnlichkeiten von NtrB (RR) und NtrC (HK) aus 

Bradyrhizobium zu regulatorischen Proteinen aus E. coli und Bacillus subtilis (164). Ein Begriff aus 

dieser Publikation steht noch heute stellvertretend für diese Art von Reiz-Reaktionsprinzip: Zwei-

Komponenten-Signaltransduktion. 

http://mistdb.com/
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4.2.1 Phosphogruppentransferchemie 

Hinter diesem Reiz-Reaktionsprinzip der TCS stehen drei Phosphogruppentransferreaktionen 

und zwei Phosphoproteinintermediate (213). 

 
1. Autophosphorylierung:  HK-His + ATP         HK-His~P + ADP 

2. Phosphogruppentransfer:  HK-His~P + RR-Asp        HK-His + RR-Asp~P 

3. Dephosphorylierung: RR-Asp~P + H2O        RR-Asp + Pi 

 

Die ɔ-Phosphogruppe des ATP wird dabei erstens auf das N1 oder N3 eines konservierten 

Histidin innerhalb der Kinasedomäne übertragen. Der Antwortregulator katalysiert dann in einer zweiten 

Reaktion den Phosphogruppenübertrag auf ein konserviertes Aspartat innerhalb seines regulatorischen 

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

 

Phospho-Histidinchemie 

 

Katalytisch gesehen verhalten sich HKs den Serin/Threonin/Tyrosin Proteinkinasen ähnlich, 

doch chemisch finden sich deutliche Unterschiede. Entstehen bei der Phosphorylierung von Ser/Thr/Tyr-

Proteinkinasen Ester der Phosphorsäure, so bilden HK Phosphoamidate. Die Hydrolyse von 

Phosphoamidaten besitzt dabei eine weit größere negative Gibbs Energie æG als die von Phosphoestern 

(214) und so variiert auch der Gebrauch der verschiedenen Proteinkinasetypen in Abhängigkeit vom 

biologischen System (213). Bei der Autophosphorylierung am Histidin liegt das chemische 

Gleichgewicht auf Seiten der unphosphorylierten Form der Aminosäure. Es existiert also immer nur ein 

sehr kleiner Prozentsatz der HK-Population in phosphorylierter Form. Daraus ergibt sich, dass für die 

Funktionalität der HK eher der Phosphogruppenfluss als die Stöchiometrie der Phosphorylierung selbst 

eine Rolle spielen (213). Die energiereiche Bindung innerhalb des Phosphoamidates bildet damit die 

ideale Plattform für Phosphogruppentransferreaktionen.    

Mg2+ 

Mg2+ 

Mg2+ 
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Phospho-Aspartatchemie 

 

Der Übertrag des Phosphatrestes auf ein Aspartat führt zur Bildung eines energiereichen 

Acylphosphates, das zu freiem Phosphat hydrolysiert wird. Interessanterweise unterscheiden sich aber die 

Hydrolysegeschwindigkeiten zwischen freien und proteingebundenen Acylphosphaten erheblich (180). 

So wäre es denkbar, dass Energie des Acylphosphates genutzt wird die Konformation eines Proteins und 

damit seine Aktivität zu ändern (103, 217). In dieser Rolle unterscheidet sich Asp-P von Ser/Thr/Tyr-P, 

denn bei letzterem wird die Proteinaktivität eher durch lokale elektrostatische Effekte beeinflusst (88, 

106).  

Die Halbwertzeiten phosphorylierter RR schwanken zwischen Sekunden über Stunden bis hin zu 

Tagen (85, 89, 101, 141, 234, 241). So besitzen viele RR Autophosphataseaktivität und verkürzen so Ihre 

Lebenszeit als Phosphoprotein. Umgekehrt kann die Phospho-Aspartatform aber auch signifikant die 

Halbwertzeiten freier Acylphosphate überschreiten (51, 114). Die Abstimmung der 

Hydrolysegeschwindigkeit von proteingebundenem Acylphosphat mit dem jeweiligen Reiz ist somit 

hervorragend geeignet, die Reaktionsdauer optimal zu koordinieren. 

Darüber hinaus eröffnet die freie Reversibilität der Phosphogruppentransferreaktion neue 

Spielräume ï durch Änderungen in der modularen Struktur eines TCS-System (Abb. 4 und 5) ï den 

Reizfluss und die Reaktionsintensität zu steuern.   

 
Acetylphosphat 

 

In Anwesenheit hochenergetischer Acylphosphate katalysieren viele RR sowohl in vitro als auch 

in vivo die eigene Phosphorylierung an dem gleichen Aspartatrest, der auch von der HK in der 

Transphosphorylierungsreaktion bedient wird (42, 44, 49, 136, 137, 175, 193). So könnte Acetylphosphat 

z.B. für ein basales Phosphorylierungsniveau des RR sorgen oder dieses sogar anheben. Als zentrales 

Intermediat im katabolen Stoffwechsel wäre es ein idealer Sensor globaler metabolischer Zustände (148), 

vor allem wenn man bedenkt, dass die Acetylphosphatkonzentrationen von weniger als 0,04 mM 

(Wachstum auf Glycerin) bis auf 1,2 mM (Wachstum auf Pyruvat) ansteigen kann (147).      

Jedoch, der in vivo Beweis für die physiologische Bedeutung von Acetylphosphat in TCS-

Kreisläufen kommt in allen Fällen aus Analysen mit Stämmen denen die entsprechende HK fehlt. Im 

Falle des Arc-Systems z.B. konnte klar gezeigt werden, dass die ĂPhosphataseñ-Aktivität von ArcB die 

Acetylphosphatabhängige Phosphorylierung aufhebt (130). 

 

4.2.2 Architektur  

 
Durch den modularen Aufbau von TCS-Systemen können sowohl sehr einfache Reiz-Reaktions-

Schaltkreise entstehen als auch hochkomplexe Regulationskaskaden gebildet werden. Generell können 

dabei drei Grundmuster unterschieden werden (Abb. 5). 
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Abb.4: Modulare Architektur von Zwei -Komponenten -Proteinen  

TCS-Proteine zeichnen sich wie hier gezeigt durch eine extensive Diversität bezogen auf die Domänenstruktur aus 
(http://mistdb.com/). So können z.B. Empfängerdomänen als Tandemwiederholungen auftreten, genauso wie multiple 
Sensordomänen - 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 ĂModuleñ ist Grundstein f¿r die Diversifikation der TCS-
Systeme (225, 247).   

 
Osmoregulation in E. coli 

 
 Im prototypischen Fall der E. coli Osmoregulation (Abb. 5a) reagiert eine HK EnvZ auf einen 

Stimulus der Umwelt ï Osmolarität ï erzeugt daraufhin an einem internen Histidinrest eine 

hochenergetische Phosphogruppe und überträgt sie auf einen Aspartatrest des RR OmpR. Dies wiederum 

führt zu einer Konformationsänderung im regulatorischen Bereich des RR und aktiviert eine assoziierte 

DNA-Bindedomäne, die ihrerseits Genexpression der porinkodierenden Gene ompB und ompC steuert 

(62). Dieses Grundmuster eines TCS-Systems ist hoch anpassungsfähig, und eine Vielzahl von 

Variationen sorgt für die Optimierung spezifischer Signalsysteme. So muss der Phosphogruppenübertrag 

nicht direkt von HK zu RR sein, sondern kann indirekt in einem sogenannten Multischritt-

Phosphorelaissystem erfolgen (213) (Abb. 5b und 5c). Dabei werden die Stufen der Phosphorylierung 

zweimal durchlaufen. Dies beinhaltet eine Phosphorylierung eines Histidins der HK, gefolgt von der 

Übertragung auf das Regulatorprotein und der anschließenden Phosphorylierung eines zweiten Histidins, 

das dieses Mal im Phosphogruppentransferprotein zu finden ist. Im letzten Schritt wird das Phosphat auf 

den RR übertragen. 

http://mistdb.com/
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Sporulationskontrolle in B. subtilis 

 

Die Sporulationskontrolle in B. subtilis steht exemplarisch für solch ein Multischritt-

Phosphorelaissystem (Abb.5b). So wird die Phosphogruppe von der HK erst an das Empfängerprotein 

(Rec-Protein) Spo0F und dann an die Histidin-Phosphotransferase (Hpt) Spo0B geleitet, bevor am Ende 

der Kaskade der RR Spo0A steht (29). Diese erhöhte Komplexität eines TCS erlaubt eine bessere 

Kontrolle besonders komplexer Prozesse sowie die Integration positiver und negativer Signale. Zwar wird 

allein der Phosphorylierungsstatus des RR Spo0A noch durch drei Phosphatasen (Spo0E, YisI und YnzD) 

kontrolliert (176), als zentraler Kontrollpunkt im Sporulationsprozess erweist sich aber das 

Empfängerprotein Spo0F. Hier wird nicht nur der Phosphorylierungsstatus durch eine Stimulation der 

intrinsischen Phosphataseaktivität Spo0Fs mittels der Proteine RapABE negativ reguliert (40, 93), 

sondern Spo0F bildet auch den Sammelpunkt ankommender Signale durch fünf Kinasen (KinA, KinB, 

KinC, KinD, und KinE) (181) und erlaubt somit eine Akkumulation verschiedener Stimuli auf einem 

molekularen Schalter (Spo0F) (181). 

Die Interaktion solcher Schalter mit der(n) korrespondierenden Kinase(n) erfordert die räumliche 

Nähe beider Partner. Es ist daher keine Seltenheit, dass Rec oder Hpt nicht als freie Proteine vorliegen, 

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

 

Anoxische Redoxkontrolle von E. coli 

 

Die anoxische Redoxkontrolle Arc aus E. coli mit ArcA als RR und ArcB als HK ist ein Beispiel 

für TCS-Systeme mit Hybrid-HK (143). Im Gegensatz zu einer orthodoxen HK wie EnvZ (Abb. 5a) 

besitzt der Hybrid ArcB neben der Kinase- und ATPase-Domäne im regulatorischen Bereich eine 

zusätzliche Rec- sowie eine Hpt-Domäne (Abb.5c). Diese vergleichsweise komplexe Struktur eines TCS 

ermöglicht die Steuerung der Genexpression von mehr als 1000 Genen in Abhängigkeit eines 

schwankenden Sauerstoffgehaltes der Umwelt (129). Unter anaeroben Bedingungen wird die 

Phosphogruppe erst intern von ArcB-HKH292 (Kinasedomäne) über ArcB-RecD576 (Rec-Domäne) an 

ArcB-HptH717 (Hpt-Domäne) weitergeleitet, bevor am Ende der RR ArcA phosphoryliert wird (71, 117). 

Die Verschiebung des Verhältnisses ArcA-P/ArcA zugunsten der phosphorylierten Form bewirkt dann 

mehrheitlich eine Repression regulierter Gene durch Bindung an die DNA und Unterdrückung der 

Transkription (143). Die lange Halbwertzeit von ArcA-P mit mehr als 60 min unter in vitro Bedingungen  

garantiert die Aufrechterhaltung dieser Repression, verhindert aber auch einen erneuten 

Transkriptionsstart bei steigenden Sauerstoffkonzentrationen (68). Das Phosphat muss daher durch einen 

alternativen Mechanismus entfernt werden. Dies geschieht durch eine Reversion des 

Phosphogruppenflusses (Abb. 8b) von Asp54 im RR ArcA über ArcB-HptH717 zu ArcB-RecD576 in der HK 

ArcB, nach Unterdrückung der Kinaseaktivität am ArcB-HKH292 (68, 118). Die intrinsische 

Phosphataseaktivität von ArcB-RecD576 (71, 94) sowie eine Dephosphorylierung von ArcB-HptH717 durch 
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die Histidin-Phosphatase SixA (170) sorgen dabei für die Feinjustierung der Phosphorylierungslevel 

entsprechend dem Sauerstoffgehalt.  

 

 

Abb.5: Diversifikation der Regulationsschaltkreise in TCS -Systemen  

Aus der hohen Variabilität im Aufbau von TCS-Proteinen ergibt sich eine ebenso hohe Variabilität im 
Phosphogruppentransferschema. a) E. coli Osmoregulation: Hier überträgt die orthodoxe HK EnvZ eine Phosphogruppe 
direkt auf den RR OmpR der seinerseits als Transkriptionsfaktor dient. b) B. subtilis Sporulationskontrolle: Fünf 
orthodoxe HK KinA-E akkumulieren empfangene Signale in Form eines Multischritt-Phosphorelaissystems über das 
Einzel-Empfänger-Protein Spo0F und die Hpt Spo0B auf dem Antwortregulator Spo0A. c) E. coli Anoxische 
Redoxkontrolle:. Hier sind Rec-protein und Hpt mit der HK ArcB zu einer Hybrid-HK verschmolzen. Der Multischritt-
Phosphogruppenübertrag findet bereits intern statt, bevor am Ende der RR ArcA phosphoryliert wird. Das eingekreiste P 
steht für einen phosphorylierten katalytischen Rest, die geschwungenen Pfeilen markieren einen 
Phosphogruppenübertrag. Die Symbolik ist analog zu Abb. 4. 

 

Die Entscheidung ob ein TCS-System eher einfach aufgebaut ist wie das der E. coli 

Osmoregulation oder ob Phosphorelaissysteme wie die Sporulationskontrolle aus B. subtilis respektive 

die Anoxische Redoxkontrolle in E. coli zum Einsatz kommen, ist stark von Reiz und Reizantwort 

abhängig. Generell aber steigt mit zunehmender Komplexität der Reize und Reizantworten auch die 

Komplexität der zugehörigen Regulationssysteme. 
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4.2.3 Verteilung und Verbreitung 

 
Die ständig wachsende Zahl an sequenzierten Genomen offenbart TCS-Systeme als Bestandteil 

aller Superreiche. Jedoch ist die Verteilung und Verbreitung innerhalb der Bakterien, Archaeen und 

Eukaryoten sehr ungleich (242). In 864 von 899 verfügbaren, komplett sequenzierten bakteriellen 

Genomen findet man TCS-Systeme verteilt über alle 21 phyletischen Gruppen (Tabelle 2). Einzig in 

einigen Pathogenen (z.B. Mycoplasma) und Endosymbionten (z.B. Amoebophilus) mit stark reduzierten 

Genomen fehlen sie (242). Im Gegensatz zu den Bakterien findet man TCS-Systeme nur in 50% der 

Genome von Archaeen (Tabelle 2). Dabei existieren sie weder in den Crenarchaeota, Korarchaeota und 

Nanoarchaeota, kommen aber in 33 von 42 Genomen der Euarchaeota und dem Thaumarchaeotum, 

Nitrosopumilus maritimus SCM1, vor (242). Eukaryiotsche Genome kodieren sogar nur in 30% der Fälle 

TCS-Systeme (Tabelle 2). So nutzen Pilze, Pflanzen und Schleimpilze TCS-Systeme, in der Gruppe der 

Protisten und Metazoen hingegen sind sie unbekannt (242).  

So divers wie die Verteilung der TCS über die Reiche, ist auch der Einsatz von Hybrid-HK und 

Hybrid-RR in Bakterien, Archaeen und Eukaryoten. So machen Hybrid-HK weniger als 20% aller HK in 

Bakterien aus und in 5 von 21 phyletischen Gruppen fehlen sie völlig (242) (Tabelle 2). Im Gegensatz 

dazu sind mehr als 90% aller eukaryotischen HK Hybride und man findet sie in allen Gruppen, die TCS 

nutzen (242) (Tabelle 2). In Archaeen wiederum machen Hybrid-HK nur 1% aller HK aus (242) 

(Tabelle 2). In der Gruppe der hybriden RR findet man aber interessanterweise eine zu den Hybrid-HK 

inverse Verteilung (Tabelle 2). So sind mehr als 30% der archaealen RR Hybride in Bakterien kommen 

sie nur zu ca. 3% vor und in Eukaryoten fehlen sie gar völlig (242) (Tabelle 2).  

Tabelle 2 : Genomische und phyletische Verbreitung von TCS-Komponenten  

 Bakterien Archaeen Eukaryoten 

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-Phosphotransferasen / Andere 220 2 15 
Taxonomische Verbreitung 
Taxonomische Gruppen 21 5 5 
Histidinkinasen 21 3 1 
Hybrid-Histidinkinasen 16 1 3 
Antwortregulatoren 21 2 3 
Hybrid-Antwortregulatoren 15 1 0 
Histidin-Phosphotransferasen / Andere 11 1 3 
TCS-Proteine absolut 
Histidinkinasen 20.862 546 7 
Hybrid-Histidinkinasen 4.717 8 86 
Antwortregulatoren 26.962 304 80 
Hybrid-Antwortregulatoren 923 142 0 
Histidin-Phosphotransferasen / Andere 329 4 18 
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4.2.4 Evolution 

Die Entstehung der TCS sowie deren Ausbreitung und Diversifikation innerhalb der drei großen 

Reiche des Lebens kann mittels bioinformatischer Analysen visualisiert und nachvollzogen werden. Auf 

der Basis von Sequenzähnlichkeiten konservierter Domänen werden TCS-Proteine mittels Blast (7) oder 

dem Hidden-Markov-Modell (113) klassifiziert. Aber auch Domänenanalysen werden genutzt, TCS-

Proteine einzustufen (6). Phylogenetische Bäume allein geben oft schon Aufschluss über Beziehungen 

zwischen den Klassen (113, 247). Gleichfalls ermöglicht die Domänenstruktur Aussagen über die 

Evolutionsgeschichte der TCS-Proteine (225). Tiefergehende Untersuchungen beziehen zusätzlich 

relative Häufigkeit und Verbreitung mit ein und knüpfen so evolutionäre Beziehungen (225, 247). 

Aufgrund des einfacheren Aufbaus, der größeren relativen Häufigkeit, und der Mannigfaltigkeit  

sowohl sensorischer als auch regulatorischer Domänen nimmt man die OCS als Vorläufer der TCS an 

(225). Gestützt wird diese These durch die Aussage, dass der letzte gemeinsame Vorfahr der drei Reiche 

des Lebens wahrscheinlich ein solches System besaß. Die TCS hat sich dann später in einem frühen 

Bakterium entwickelt und diversifiziert (225). Durch vielfache Ereignisse horizontalen Gentransfers 

streute die TCS auch in Archaeen und Eukaryoten (113) und setzte sich bis heute als Reiz-

Regulationsmechanismus erfolgreich durch. Dabei besitzen verwandte Arten orthologe TCS-Systeme, die 

Antworten auf die gleichen Signale der Umwelt vermitteln (177). In einigen Fällen decken sich die 

Antworten zwischen verschiedenen Arten. In anderen Fällen jedoch unterscheiden sie sich sowohl 

qualitativ als auch quantitativ und spiegeln so Anpassungen an die entsprechende ökologische Nische 

wider. Insbesondere diese Unterschiede blieben bis in die jüngste Vergangenheit verborgen (177). Das 

Wissen war beschränkt auf einige wenige Modellorganismen phylogenetisch weit auseinander liegender 

Gruppen mit geringen genetischen Überlappungsbereichen (177). Die steigende Zahl bioinformatischer 

und experimenteller Studien aus den letzten Jahren an näher verwandten Arten gaben aber erste Einblicke 

in die Evolution von TCS-Kreisläufen. Eine zentrale Rolle nehmen hierbei die RR ein, die spezielle 

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

 
DNA-Bindestellen 

 

Der Verlust ursprünglicher und die Rekrutierung neuer DNA-Bindestellen für 

Transkriptionsfaktoren ist hauptverantwortlich für die Evolution der Genregulation in höheren 

Eukaryoten (21, 50, 53, 152, 168, 224). Einzelne Gene können so artspezifisch differentiell transkribiert 

werden ohne die Expression koregulierter Gene zu beeinflussen. Auch in verwandten Bakterien 

regulieren orthologe Transkriptionsfaktoren unterschiedliche Gene. Genomweite experimentelle 

Analysen zeigten, dass nur ca. 30% der durch den RR PhoP regulierten Gene in Salmonella enterica auch 

in Yersinia pestis und anderen Bakterien reguliert sind (178). Am Beispiel der Polymyxin B - Resistenz in 

Enterobacteriaceae (Abb. 6) wird deutlich, wie die Evolution von DNA-Bindestellen 

Regulationskreisläufe beeinflusst und spezies-spezifische Antworten auf gleiche Stimuli entstehen (47, 

177).  
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Abb.6: Evolution der Regulationssyste me der Polymyxin B 
Antibiotikaresistenz  (177) 

Regulatorische Kreisläufe steuern die Expression von pbgP und 
vermitteln so eine Resistenz gegen das Peptidantibiotikum 
Polymyxin B in Enterobakterien. Der Schaltkreis in Yersinia pestis 
beinhaltet die direkte transkriptionale Kontrolle von pbgP durch 
PhoP, welches seinerseits in Anwesenheit von Mg

2+
 durch PhoQ 

aktiviert wird. Darüber hinaus stimuliert das PmrAB-TCS-System 
die pbgP-Expression in Anwesenheit von Fe

3+
. So findet man in 

der Promotorregion von pbgP (Y. pestis) sowohl DNA-Bindemotive 
für PhoP (blaue Box) und PmrA (rote Box). Y. pestis repräsentiert 
damit möglicherweise den Urtyp der pbgP Regulation. Vergleicht 
man diesen Regulationskreislauf  mit denen aus anderen 
Enterobakterien, so ist die direkte transkriptionale Kontrolle von 
pbgP durch PmrAB in Antwort auf Fe

3+ 
konserviert. Die 

Ausprägung der Polymyxin B Resistenz in Abh. von Mg
2+

-
Mangelbedingungen variiert spezies-spezifisch. In S. enterica z.B. 
wird die Polymyxin B Resistenz unter Mg

2+
-Mangel-bedingungen 

indirekt vermittelt, indem PhoP die Expression von pmrD 
stimuliert. PmrD seinerseits aktiviert PmrA, welches wiederum in 
einer Feedback-Schleife die Expression von pmrD negativ 
reguliert. Der Regulationsschaltkreis in Klebsiella pneumoniae 
beinhaltet beides sowohl die direkte Regulation von pbgP wie in 
Y. pestis als auch die indirekte Regulation wie in S. enterica, 
verzichtet aber auf die dortige negative Feedback-Schleife. E. coli 
zuletzt exprimiert keine PmrA aktivierten Gene in Abh. von Mg

2+
-

Mangel möglicherweise weil ein stark diversifiziertes E. coli PmrD 
die Fähigkeit verloren hat PmrA zu binden. Damit ist auch hier die 
Ausprägung einer Polymyxinresistenz auf Abhängigkeit zu Fe

3+ 

beschränkt.
 
 

 
 
 

 

Architektur regulatorischer Kreisläufe  

 

Die Architektur orthologer Regulationssysteme kann spezies-spezifisch, von direkter 

transkriptionaler Kontrolle bis hin zu komplexen vielstufigen Regulationskreisläufen variieren. Das 

schließt Feedback- und Feedforward-Schleifen, sowie regulatorische Kaskaden mit ein (4). Solche 

strukturellen Variationen in orthologen Regulationssystemen haben entscheidenden Einfluss auf Grad 

oder/und die Kinetik mit der Genprodukte synthetisiert werden (4).   

Wie in Abb. 6 erläutert, kontrollieren S. enterica und Y. pestis die Transkription der 

Polymyxin B ï Resistenzgene pbgP und ugd in voneinander abgewandelten Regulationskreisläufen in 

Abhängigkeit der Mg
2+

-Konzentration (238). Mathematische Modelle zeigen für den indirekten 

Regulationskreislauf aus Salmonella Signalamplifikation, Expressionspersistenz und 

Expressionsverzögerungen, relativ zur direkten Regulation in Y. pestis (177). Der Austausch des die 

Polymyxin B-Resistenz vermittelnden Kreislaufs in Yersinia mit dem Kreislauf aus Salmonella sorgte 

dann in dem rekombinanten Y. pestis Stamm für eine erhöhte Resistenz gegen Polymyxin B (109) und 

verdeutlicht einmal mehr die Bedeutung der Evolution regulatorischer Systeme in Abhängigkeit von der 

ökologischen Nische in der ein Organismus lebt.  
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Abb.7: Funktionen von Transkriptionsfaktoren (177) 

Drei verwandte Bakterienarten (Spezies A, B, C) mit 
konserviertem orthologen Transkriptionsfaktor variieren 
in den Genen, die sie regulieren. Nur zwei Zielgene 
(gelb und orange) werden in allen drei Arten reguliert. 
Sie vermitteln die sogenannten Kernfunktionen, die 
direkt auf ein Signal aus der Umwelt antworten oder 
Menge und Aktivität des Transkriptionsfaktors 
bestimmen. Im Gegensatz dazu gibt es in jedem 
Bakterium Gene die von dem Transkriptionsfaktor 
spezies-spezifisch reguliert werden (grün, blau, braun 
und lila). Sie stellen eine Anpassung an die jeweilige 
ökologische Nische dar. 

Kern- und Spezies-spezifische Funktionen konservierter Regulationssysteme 

 

Das Regulon konservierter Regulationssysteme kann auf der Grundlage phylogenetischer 

Untersuchungen in zwei Gruppen unterteilt 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 Satz spezies-spezifischer 

Gene (Abb. 7) (177).  

 
 

Untersuchungen an verschiedenen regulatorischen Systemen ordnen den beiden Gruppen sehr 

unterschiedliche Funktionen zu (177). Der Kernsatz an Genen kodiert für Proteine zuständig für die 

Regulation des Regulationssystems und für Proteine, die in direktem Zusammenhang mit dem Stimulus 

stehen, der für die Aktivierung des Regulationssystems verantwortlich ist (177). Die spezies-spezifischen 

Gene im Regulon dagegen, stehen im Zusammenhang mit dem Überleben in der ökologischen Nische, die 

der Organismus besiedelt (178, 191). 

 

Spezies-spezifische Gene und horizontaler Gentransfer 

 

Nahe verwandte eukaryotische Spezies unterscheiden sich nur sehr geringfügig bezogen auf die 

Proteine für die sie kodieren. So findet man zu mehr als 99% aller proteinkodierenden Mausgene auch ein 

Ortholog im Menschen (233). Im Gegensatz dazu überlappen die Genome uropathogener, 

enterohämorrhagischer und kommensalischer E. coli nur zu etwa 39,2% (235). Die z.T. drastischen 

phänotypischen Unterschiede in nahe verwandten Arten spiegeln daher deutlich die extensiven 

Modifikationen wider, welchen bakterielle Genome unterzogen werden ï nicht zuletzt durch massiven 

horizontalen Gentransfer. Bakterien erlangen so schnell neue Eigenschaften wie Virulenz, 

Antibiotikaresistenz oder die Fähigkeit neue Kohlenstoff- oder Energiequellen zu nutzen (167, 171). 

Horizontal erworbene DNA-Sequenzen akkumulieren oft in bestimmten Genregionen sogenannten Inseln 

(177). Diese Inseln kodieren sowohl die Strukturgene für die neue Fähigkeit, als auch regulatorische 

Elemente, welche die Expression der Strukturgene steuern (177). Trotzdem kann ein Bakterium nur dann 

von der neuen Eigenschaft profitieren, wenn sie zur rechten Zeit und im Einklang mit ursprünglichen 

Eigenschaften ausgeprägt wird. Daher werden neuen Eigenschaften in bestehende regulatorische 

Netzwerke integriert (54). Zum Beispiel wird die Pathogentitätsinsel SPI-2 in S. enterica durch das im 

selben Genlokus kodierte TCS-System SsrB/SpiR reguliert (58), welches seinerseits unter der Kontrolle 
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der TCS-Systeme OmpR/EnvZ, und PhoP/PhoQ steht (58). Die Omnipräsenz horizontal transferierter 

Gene führte sogar soweit, dass einige ursprüngliche Regulationssysteme primär deren Expression steuern 

und nur noch sekundär ursprüngliche Funktionen ausüben. So findet man z.B. zu mehr als der Hälfte der 

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

Suche über die Gattungsgrenzen hinaus (178). 

Zusammengefasst kann man sagen, dass horizontal transferierte Gene eher komplexer reguliert 

sind als ursprüngliche (185, 188). So sollen Nebeneffekte unphysiologischer Ausprägung einer für den 

Organismus neuen Eigenschaft vermieden werden. 

 

Verluste und Zugewinne von Transkriptionsfaktoren  

 

Bioinformatische Analysen mit den regulatorischen Netzwerken der Transkriptionsfaktoren aus E. coli 

und B. subtilis als Sonden zeigten für hunderte von bakteriellen Spezies, dass 

Transkriptionsfaktor/Zielgen-Paare auch zwischen nahe verwandten Arten kaum konserviert sind (8, 134, 

186). Mehr noch, wenn überhaupt eine Konservierung besteht, betrifft diese eher die Zielgene als die 

zugehörigen Regulationssysteme. 

Untersuchungen an 30 sequenzierten ɔ-proteobakteriellen Genomen 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 Spitze einer regulatorischen 

Kaskade (84). Allgemein gesprochen: Je mehr Zielgene ein Transkriptionsfaktor besitzt, desto breiter ist 

er phylogenetisch verteilt.  

 

4.3 Anoxische Redoxkontrolle ï Das Arc-Zwei-Komponenten-System 

 
Vor der Entstehung photosynthetisch aktiver Bakterien und Archaeen war Sauerstoff in der 

Erdatmosphäre praktisch nicht existent. Die Anreicherung großer Mengen gelösten Sauerstoffs in den 

Ozeanen  und freien Sauerstoffs in der Atmosphäre vor 2,5-1,6 Mrd. Jahren brachte das anaerobe Leben 

jener Zeit fast zum Aussterben (32). Doch genauso groß wie der Schaden, angerichtet durch Reaktive 

Sauerstoff-Spezies (ROS) (253), an einer Zelle auch sein kann, so enorm ist auch der energetische 

Gewinn durch die aerobe Respiration (143). Fakultativ anaerobe Bakterien wie z.B. E. coli und 

S. oneidensis MR-1 passen ihren Stoffwechsel je nach Sauerstoffverfügbarkeit an. Dabei steht die aerobe 

Respiration in der Hierarchie klar über der anaeroben, die ihrerseits dem fermentativen Stoffwechsel 

vorgezogen wird (143). Diese Hierarchien einzuhalten und den Metabolismus entsprechend anzupassen, 

bedarf es regulatorischer Systeme die bereits durch Kontrolle der Transkription die Stoffwechselwege 

entsprechend beeinflussen. Oft arbeiten auf dieser Kontrollebene mehrere Sensor-Regulatorproteine 

zusammen (Abb.8 und 9). Ihr Zusammenspiel ermöglicht eine optimale differentielle Genexpression.  
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Abb.8: Genregulation in Abhängigkeit von Sauerstoff und Nitrat in E. coli  

Sauerstoff, Nitrat und Fumarat bilden in E. coli die drei wichtigsten terminalen Elektronenakzeptoren. Ihr 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 über den Oxidationsstatus des 
Chinon-Reservoirs der inneren Membran und leitet in Abh. davon eine Antwort ein. c) Der Transkriptionsfaktor FNR 
misst den Gehalt an gelöstem Sauerstoff in der Zelle direkt über 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 TCS-Systeme NarX/L (211, 212) und NarQ/P (187, 211) gesteuert (Abb. 8a). Die 

transkriptionale Antwort auf Sauerstoff vermitteln das ArcA/B TCS-System (95, 98) (Abb. 8b) und der 

globale Regulator FNR (121) (Abb. 8c).  

Unter anaeroben Wachstumsbedingungen stimuliert FNR dabei die Produktion von Proteinen 

beteiligt an der anaeroben Respiration und reprimiert gleichzeitig die Expression von Genen deren 

Produkte unter aeroben Bedingungen Funktionen übernehmen. Vergleiche der Expressionsprofile von  

E. coli ȹfnr mit E. coli ȹarcA zeigten dass ӏ der Gene deren Expression in E. coli ȹfnr betroffen ist auch 

durch ArcA reguliert werden (197, 198) (Abb. 9). Als globales TCS-System reguliert damit ArcA/B 

genau wie das Regulatorprotein FNR die Antwort auf schwankenden Sauerstoffgehalt der Umwelt.  
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nach Salmon et al. 2005 (198) 

Abb.9: Zusammenspiel der globalen Regulationssysteme Arc und FNR in Abhängigkeit  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 in E. coli 

 
Obwohl ArcA und ArcB anfänglich nur identifiziert wurden, in trans das die Succinat-

Dehydrogenase kodierende Operon sdh zu kontrollieren (95, 98), stellte sich bald heraus, dass Mutationen 

in arcA oder arcB pleiotrope Effekte auf die Produktion vieler aerob arbeitender Enzyme haben. Das 

schlieÇt Enzyme des Krebszyklus, Enzyme beteiligt an der ɓ-Oxidation von Fettsäuren, Flavoproteine, 

und die Ubichinon-Oxidase mit ein (98). So findet man im Krebszyklus die Expression der Gene der 

Citratsynthase, der Aconitase, der Isocitrat-Dehydrogenase, der Ŭ-Ketoglutarat-Dehydrogenase, der 

Succinat-Dehydrogenase, der Fumarase und der Malat-Dehydrogenase betroffen (143). Darüber hinaus ist 

in E. coli ȹarc auch die Expression von Genen erhöht, die für die Zulieferung von Kohlenstoffvorstufen 

in den Krebszyklus nötig sind. Dazu zählen L-Lactat-Dehydrogenase, D-Lactat-Dehydrogenase, und 

Pyruvat-Dehydrogenase (143). Im Fettsäureabbau gehören die Acyl-CoA-Dehydrogenase und die 3-

Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase, im Glyoxalatzyklus die Isocitrat-Lyase und im Phosphoenolpyruvat-

Phosphotransferasesystem (PEP-PTS)  IICBGlc, zu den Proteinen, deren Produktion in E. coli ȹarc 

verändert ist (105). 

Aufgrund der Tatsache, dass in E. coli ȹarc die meisten Zielgene eine erhöhte Genexpression 

zeigen, wurde angenommen, dass ArcA in seiner aktiven Form als Repressor arbeitet. Später konnte 

jedoch ArcA in Funktion eines Aktivators nachgewiesen werden. Zum Beispiel die Produktion der 

Pyruvat-Formiat-Lyase, einem Enzym, bei fermentativen Bedingungen für die Spaltung von Pyruvat ï 

unter Freisetzung von Ameisensäure ï verantwortlich, wird von ArcA unter anaeroben Bedingungen 

stimuliert (201). 

Die bisher angesprochenen Proteine sind auf die eine oder andere Weise am respiratorischen 

Metabolismus beteiligt, doch beeinflusst das Arc-TCS-System darüber hinaus auch die Produktion von 

Proteinen deren Funktion in keinem Zusammenhang mit dem katabolen Stoffwechsel steht. Dazu gehören 

Proteine, die am F-Plasmid-Transfer beteiligt sind (96, 207, 208), das Nukleotid-Excisions-



 Einleitung   

 

 38 

Reparaturprotein UvrA (169) und sogar der generelle Stress-Sigmafaktor RpoS werden in ihrer 

Produktion auf transkriptionaler Ebene direkt negativ reguliert (150). 

Man geht heute davon aus, dass zwischen 100 und 150 Operons in E. coli direkt über das Arc-

TCS-System reguliert sind und ca. 9 % aller offenen Leserahmen (ORF) in E. coli direkt und/oder 

indirekt durch Arc beeinflusst werden (129). 

 

4.3.2 Antwortregulator ArcA in E. coli 

 

ArcA wurde vor mehr als 25 Jahren als Dye-Protein identifiziert weil sich arcA-

Deletionsstämme sich in Anwesenheit der Farbstoffe Toluidinblau und Methylenblau wachstumssensitiv 

verhielten (55). Das Gen arcA kodiert ein ca. 29 kDa großes Polypeptid mit 238 Aminosäuren (aa). 

Sequenzvergleiche mit anderen bakteriellen Proteinen zeigten, dass ArcA ein typischer Antwortregulator 

ist, bestehend aus einer aminoterminalen Rec- und einer carboxyterminalen Helix-Turn-Helix-DNA-

Bindedomäne (98). Das konservierte ArcAD54 innerhalb der Rec-Domäne wird während der 

Signalübertragung von der HK auf den RR phosphoryliert und aktiviert ArcA als Transkriptionsregulator 

(104). Vermutlich existiert ArcA in seiner inaktiven Form als Dimer und bildet nach Phosphorylierung 

oktamere Strukturen aus (104). Diese Strukturen bestehen im Verhältnis 1:1 aus einem phosphorylierten 

und einem unphosphorylierten Protein (104). An dieser Oligomerisierung sind sowohl die DNA-

Bindedomäne als auch die Rec-Domäne beteiligt (104).  

 

4.3.3 Sensorkinase ArcB in E. coli  

 

Die HK ArcB komplettiert als Interaktionspartner von ArcA das Arc-TCS-System. Das Gen 

arcB kodiert für ein 778 aa langes und 88 kDa schweres Protein. Zwei Transmembran-Domänen (TM-

Domäne)verankern über eine kurze periplasmatische Brücke ArcB in der Membran (99, 119). Eine 

Linker-Region mit putativen Leucin-Zipper (68) und PAS-Domäne (218) verbindet die zweite TM-

Domäne mit der katalytischen Region der HK. Diese besteht N-terminal aus einer primären Transmitter-

Region (Kinasedomäne) mit dem konservierten ArcB-HKH292, einer zentralen Rec-Domäne mit dem 

konservierten ArcB-RecD576 und einer zweiten Transmitter-Region (Hpt-Domäne) mit einem 

konservierten ArcB-HptH717 (92, 97) (Abb. 13). 

 
 Transmembranregion 

 

Die meisten HK besitzen periplasmatische Regionen mit einer Länge von ca. 150 aa und man 

nimmt an, dass diese Region eine Rolle in der Signalaufnahme spielt (215). Im Gegensatz dazu umfasst 

der periplasmatische Bereich von ArcB nur 16 aa. Das wirft die Frage auf ob dieser Bereich an der 

Signalaufnahme beteiligt ist. Sowohl Mutagenesen in der periplasmatischen Region als auch 

Substitutionen der TM-Domäne mit entsprechenden Fragmenten von MalF brachten Proteine hervor die 

in ihrer Funktion nicht beeinträchtigt waren (119). Die TM-Domänen dienen daher möglicherweise nur 
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als Membrananker, welcher eine Interaktion der zytoplasmatischen Region ArcBs mit Elementen, die am 

Elektronentransport über die Membran beteiligt sind, ermöglicht (143).  

 
Leucin-Zipper  

 

An die TM-Domänen schließt sich eine aa-Sequenz an, die als strukturelles Element einen  

sogenannten Leucin-Zipper aufweist (1). Dieser ist gekennzeichnet durch vier Leucinreste im Abstand 

von je sieben 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 Ausprägung einer dimeren Coiled-Coiled-Struktur beteiligt. Normalerweise 

findet man Leucin-Zipper in regulatorischen DNA-Bindeproteinen (1, 28), aber es gibt sie auch in 

Membranproteinen ohne DNA-Bindefunktion (124, 244). Computergestützte Untersuchen an der 

Sekundärstruktur von ArcB bestätigen den Leucin-Zipper mit seinen konservierten Resten in Position 73, 

80, 87 und 94 (68). Mutationsanalysen an den konservierten Leucinresten zeigen einzig für Leu87 nach 

Substitution mit Alanin einen Effekt auf die Funktionalität von ArcB (146). Damit handelt es sich für die 

Autoren nicht um einen Leucin-Zipper im eigentlichen Sinne. 

 

PAS-Domäne 

 

Sequenzvergleiche zeigen, dass sich an den Leucinzipper eine sogenannte PAS-Domäne 

anschließt (252). Dabei ist PAS ein Akronym, geformt aus dem Namen dreier Proteine. Das für die 

circadiane Rhythmik in Drosophila verantwortliche Protein Per, der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor-

Nuklear-Translokator in Vertebraten Arnt und das Drosophila ĂZielstrebigkeitsproteinñ Sim (161).  

Die übergeordnete Faltungsstruktur PAS findet man sowohl in Bakterien als auch in Archaeen 

und Eukaryoten (183, 252). In Prokaryoten ist sie oft Bestandteil von Sensorkinasen. PAS bindet als 

Kofaktoren eine ganze Reihe kleiner Moleküle wie Häm, Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), oder das 

Chromophor 4-Hydroxycinnamyl (252). Damit können über PAS molekularer Sauerstoff, 

Redoxpotentiale oder auch Licht sensorisch erfasst werden (252). 

Auch für ArcB nahm man an, dass die PAS-Domäne zur Wahrnehmung von Redoxpotentialen 

dient (146). Gestützt wird dies durch Transkriptionsanalysen in arcB-defizienten Stämmen nach 

Deletionen oder Substitutionen in der ArcB PAS-Domäne (118, 146). Dennoch ist die Bedeutung der 

PAS-Domäne zur Signalwahrnehmung umstritten. So gleichen sich ArcB Homologe aus 

Salmonella typhimurium, Vibrio fischeri, Y. pestis, Erwinia carotovora, und E. coli in ihrer 

Domänenstruktur vollständig, doch existiert auch ein ArcB Homolog aus H. influenzae (144), welchem 

die sensorische PAS-Domäne fehlt (144). Interessanterweise kann das Einbringen von ArcBH. influenzae in 

E. coli ȹarcB den E. coli Wildtyp-Phänotyp unter verschiedenen Redoxbedingungen wiederherstellen 

(69, 144). Möglicherweise spielt die PAS-Domäne daher eher für solche Organismen eine Rolle, deren 

Umwelt größeren Schwankungen unterliegt als die von H. influenzae (69). 



 Einleitung   

 

 40 

Signal und Signalaufnahme 

 

Obwohl das Arc-TCS-System beim Übergang von aeroben zu anaeroben 

Wachstumsbedingungen progressiv aktiviert wird, konnte gezeigt werden, dass molekularer Sauerstoff 

nicht direkt ArcB stimuliert, sondern vielmehr der Oxidationstatus des Chinon-Pool der Membran (143) 

(Abb. 8 und 10). E. coli synthetisiert drei Chinontypen, Ubichinon, Menachinon und Demethylchinon. 

Diese fungieren als Adapter verschiedener Elektronendonor- und Elektronenakzeptor-Enzymkomplexe 

(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 inaktiviert (13, 142). 

Zwei konservierte Cysteinreste (ArcB-PASC180 und ArcB-PASC241) innerhalb der PAS-Domäne spielen 

bei der Stilllegung ArcBs als Kinase eine entscheidende Rolle (142).   

 

 
 

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

Der Wechsel von einer anaeroben in eine anaerobe Umgebung führt zu einer Oxidation des Chinon-Reservoirs in der 
Membran. Das ermöglicht einen Elektronentransfer von reduziertem ArcB-PASC180 auf oxidiertes Chinon und führt zur 
Ausprägung einer intermolekularen Disulfidbrücke zwischen zwei ArcB-Monomeren. Diese Disulfidbrücke ihrerseits 
bedingt eine Rotation der beiden ArcB-Monomere zueinander und reduziert die Kinaseaktivität von ArcB um 85%. Bleibt 
das Chinonreservoir weiterhin oxidiert, bedingt durch einen schnellen Elektronenfluss auf Sauerstoff, wird die Bildung 
einer zweiten Disulfidbrücke am ArcB-PASC241 induziert, die die Kinase vollständig deaktiviert.   

 
In vivo und in vitro Versuche zeigen für beide Cysteinreste eine Oxidation ï in Abhängigkeit 

zum Chinonpool der Membran ï unter Bildung einer intermolekularen Disulfidbrücke zwischen zwei 

ArcB Monomeren (142). Das wiederum führt zu einer relativen Rotation der beiden ArcB Monomere 

zueinander und verhindert die Phosphorylierung der internen Rec-Domäne und somit auch von ArcA 

(118, 142).  Die Inhibition der Kinaseaktivität ist dabei zu 85% von ArcB-PASC180 und zu 15% von ArcB-

PASC241 abhängig (142). 
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4.3.4 Arc-System von Shewanella 

 
Innerhalb der Gattung Shewanella kann ein dem E. coli orthologer RR ArcA leicht über 

Sequenzähnlichkeiten identifiziert werden. Mit 81% Identität ist ArcA eines der am höchsten 

konservierten Proteine zwischen S. oneidensis MR-1 und E. coli (75). In in vivo Experimenten konnte 

gezeigt werden, dass ArcAE. coli S. oneidensis MR-1 ȹarcA und ArcAS. oneidensis MR-1  E. coli ȹarcA  

phänotypisch kreuzkomplementieren können (75). Auch besitzt ArcAS. oneidensis MR-1 eine zu E. coli ArcA 

nahezu identische DNA-Bindestelle (67, 75). Beide Proteine gleichen sich demnach strukturell und 

funktionieren mechanistisch ähnlich. Darüber hinaus vermittelt ArcA S. oneidensis MR-1 wie auch 

ArcAE. coli eine Antwort auf den wechselnden Sauerstoffgehalt der Umwelt. So kann S. oneidensis MR-1 

ȹarcA mit DMSO als terminalen Elektronenakzeptor nicht mehr wachsen (75, 206), aber auch unter 

aeroben Bedingungen ist das Wachstum einer Deletionsmutante ȹarcA gestört.  

Transkriptomanalysen von ȹarcA zeigten, verglichen mit dem Wildtyp, die Regulation von mehr 

als 1000 Genen verändert (67). Interessanterweise ist der Überlappungsbereich der Regulons im Arc-

System für S. oneidensis MR-1 und E. coli klein (67).  

Innerhalb der Genome von E. coli und S. oneidensis MR-1 findet man bis zu 2183 orthologe 

Proteine (67). Das entspricht einem Konservierungsgrad für beide Genome von ca. 50%. Hingegen 

überlappen von den bis zu 50 in S. oneidensis MR-1 direkt durch die Arc-TCS regulierten Operons mit 

den 82, identifiziert in E. coli (67, 129), nur sechs. Über 90% der Regulation ist damit spezies-spezifisch 

differentiell. Es stellt sich die Frage wie die Arc-TCS trotz hoher Konservierung des RR ArcA in 

Anpassung an die unterschiedlichen ökologischen Nischen evolviert ist und was zu der fundamentalen 

Verschiebung der ArcA-DNA-Bindestellen in Shewanella, verglichen mit E. coli, geführt hat. Eine 

Möglichkeit besteht im Verlust oder Zugewinn regulatorischer Komponenten und der daraus 

resultierenden veränderten Architektur und Dynamik im bestehenden TCS-System (Abb. 5 und 8).  

Im Falle des Shewanella Arc-Systems kann man im Gegensatz zu ArcA eine korrespondierende 

Sensorkinase ArcB über Sequenzvergleiche nicht identifizieren. Nur eine Hpt HptA zeigt signifikante 

Homologien zum C-Terminus von E. coli ArcB (75). Genetische Studien implizieren eine Verbindung 

beider Proteine im selben TCS-System doch bleibt die Frage nach der korrespondierenden Kinase zu 

ArcA in diesem atypischen Arc-System weiterhin unbeantwortet. 
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5 Ergebnisse 

 

5.1 Arc-System von Shewanella oneidensis MR-1 

 

5.1.1 SO_0577 ï Eine mögliche Sensorkinase zu ArcA 

 

Das Genom von S. oneidensis MR-1 kodiert für 44 putative Histidinkinasen (HK) darunter neun 

Hybride als mögliche Interaktionspartner von ArcA (81). Um die Anzahl möglicher Kandidaten zu 

reduzieren legte ich folgende sechs Kriterien fest. 

1. Bioinformatische Vergleiche von E. coli arcB/ArcB mit dem S. oneidensis MR-1 

Genom/Proteom führten zu keinem eindeutigen Ergebnis in Bezug auf Domänenstruktur oder 

Sequenzähnlichkeit. Andere orthologe HKs wie z.B. EnvZ oder BarA lassen sich in  

S. oneidensis MR-1 hingegen leicht identifizieren. Somit können annotierte Gene/Proteine bei 

einer ersten Suche außer Acht gelassen werden. 

2. In orthologen Arc-Systemen ist die korrespondierende Kinase zu ArcA nie orthodox sondern 

stets ein Hybrid. Die Phosphogruppe wird dabei in einem  Multi schritt-Phosphorelaissystem auf 

ArcA transferiert. Es ist gut vorstellbar, dass gleiches auch für S. oneidensis MR-1 zutrifft.  

3. Die Anwesenheit der Histidin-Phosphotransferase (Hpt) HptA in S. oneidensis MR-1 als 

Interaktionspartner von ArcA unterstützt die Vorstellung eines solchen komplexen Multischritt-

Zwei-Komponenten-Signaltransduktionssystems (Multischritt-TCS-System) und macht darüber 

hinaus das Vorhandensein einer Hpt-Domäne als integralen Bestandteil des putativen Hybriden 

überflüssig.   

4. Sowohl der Antwortregulator (RR) ArcA als auch die Hpt HptA sind innerhalb des Genus 

Shewanella hochkonserviert. Der gleiche Grad an Konservierung trifft vermutlich auch auf die 

gesuchte Sensorkinase zu. 

5. Ebenso wie in E. coli steuert das Arc-System in S. oneidensis MR-1 die Genexpression in 

Abhängigkeit vom Sauerstoffgehalt der Umgebung. Dabei spielt in E. coli die ArcB-PAS-

Domäne eine entscheidende Rolle. Für das S. oneidensis MR-1 Arc-System ist daher eine HK 

mit PAS-Sensorik ebenso gut vorstellbar. 

6. Werden Kinasen mit einem Antwortregulator als transkriptionale Einheit kodiert, so sind sie 

meist auch Interaktionspartner im gleichen TCS-System. Im Gegensatz dazu werden der RR 

ArcA sowie die Hpt HptA genetisch isoliert von anderen TCS-Proteinen kodiert. Ausgehend 

davon kann man hypothetisieren, dass dies auch für die gesuchte Sensorkinase im 

S. oneidensis MR-1 Arc-System zutrifft. 

 

Legt man alle Annahmen zu Grunde, so ist die Hybrid-HK SO_0577 (Abb. 11 und 13) der 

wahrscheinlichste Kandidat für die bis jetzt unbekannte korrespondierende Sensorkinase zu ArcA in 

S. oneidensis MR-1. 
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5.1.2 Bioinformatische Charakterisierung von SO_0577 

 

Der annotierte ORF von SO_0577 umfasst 3.457 bp und wird entweder monocistronisch 

transkribiert oder als Bestandteil eines Operons mit dem stromauf- bzw. abwärts gelegenen 

hypothetischen Genen SO_0576 und/oder SO_0578 (Abb. 11). Das kodierte Protein besteht aus 1.188 aa 

mit einer molaren Masse von 134,7 kDa und wird als Hybrid-HK unbekannter Funktion vorhergesagt. 

Aminosäure-Sequenzanalysen postulieren einen großen aminoterminalen periplasmatischen Bereich mit 

CaChe-Domäne als mögliches sensorisches Element (5). Die sich anschließende TM-Domäne verankert 

SO_0577 in der inneren Membran. Der zytoplasmatische carboxyterminale Bereich besteht aus einem 

sensorischen Bereich mit zwei PAS-Domänen und einem katalytischen Bereich mit Histidinkinaseregion 

(HK-Domäne) und zwei Empfängerdomänen (Rec-Domäne) (Abb. 13).  Damit weicht SO_0577 in seiner 

Domänenstruktur fundamental von bekannten ArcB-Proteinen ab. Darüber hinaus finden sich auch keine 

signifikanten aa-Sequenzähnlichkeiten zwischen ArcBE. coli und SO_0577 (Abb. 13). Um diesen 

Unterschieden Rechnung zu tragen wird SO_0577 im Folgenden nur noch als ArcS bezeichnet und. 

Vergleicht man ArcS mit den Proteomen anderer Shewanellen, so lässt sich leicht ein orthologes 

Protein identifizieren. Dabei sind alle orthologen Proteine zu ArcS mit mehr als 82% aa-sequenzidentisch 

(Tabelle 3). Den gleichen Grad der Konservierung stellt man auch für HptA fest (Tabelle 3). Ebenso wie 

die Proteine ArcS und HptA hat sich auch der genetische Kontext von hptA sowie arcS innerhalb des 

Genus Shewanella erhalten (Abb. 11) 

Im Hinblick auf die Domänenstruktur sind sowohl der sensorische als auch der katalytische 

Bereich vollständig enthalten. Jedoch besteht eine Abweichung in der Zahl der TM-Domänen. Neben 

ArcS sind noch vier weitere orthologe Proteine mit nur einer TM-Domäne annotiert. Alle anderen 

vorhergesagten ORFs kodieren für ein mindestens um 48 aa größeres Protein inklusive zusätzlicher TM-

Domäne. Spiegelt sich darin nun echte Heterogenität, oder wurden einige ORFs orthologer arcS 

fehlannotiert? 

 
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 für annotierte ORFs. Dabei steht die Pfeillänge repräsentativ für die Gengröße, die Pfeilfarbe für das Gen 
und die Pfeilrichtung für die Orientierung. Graue Kästen zeigen orthologe Gene. Weiß 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 Identität/ 
Ähnlichkeit 

Lokusname Identität/ 
Ähnlichkeit 

Lokusname 

Shewanella oneidensis MR-1 100/100 SO_0577 100/100 SO_1327 

Shewanella sp. MR-7 98/99 ShewMR7_3453    97/99 ShewMR7_2951 

Shewanella sp. MR-4 98/99 ShewMR4_0577    97/99 ShewMR4_2826 

Shewanella sp. ANA-3 98/99 Shewana3_0576 95/98 Shewana3_3047 

Shewanella baltica OS223 94/97 Sbal223_3731 88/94 Sbal223_3133 

Shewanella baltica OS185 94/97 Shew185_3788 88/94 Shew185_1224 

Shewanella baltica OS195 94/97 Sbal195_3914 88/94 Sbal195_1257 

Shewanella baltica OS155 94/97 Sbal_0537 88/94 Sbal_1180 

Shewanella sp. W3-18-1 94/97 SputW3181_0641 89/91 SputW3181_3026 

Shewanella putrefaciens CN-32 94/97 SputCN32_3300 89/91 Sputcn32_1138 

Shewanella putrefaciens 200 94/97 Sput200_2419 89/91 Sput200_3565 

Shewanella sediminis HAW-EB3 84/92 Ssed_0627 82/88 Ssed_1128 

Shewanella loihica PV-4 83/92 Shew_0459 83/88 Shew_1034 

 

5.1.3 Offener  Leserahmen von arcS 

 
Zur Überprüfung der Richtigkeit des ORF von arcS wurden die putativen aa-Sequenzen aller 

orthologen Proteine zu ArcS gegeneinander abgeglichen (Abb. 12). Dabei stellte sich das für 

S. oneidensis MR-1 annotierte Startmethionin als nicht konserviert heraus. In sechs aus 21 für die Analyse 

herangezogenen Stämmen wurde es mit einem Leucin, Isoleucin oder Valin substituiert (Abb. 12). 

Darüber hinaus offenbarte eine Translation der stromaufwärts des putativen Starts gelegenen Sequenz bei 

S. woodyi ATCC 51908, S. halifaxensis HAW-EB4 und S. sediminis HAW-EB3 die zweite TM-Domäne. 

Der annotierte ORF konnte somit auch für diese Stämme um 48 aa vergrößert werden.  Im Falle von 

S. oneidensis MR-1 konnte bei einer Übersetzung von Nukleotid- in aa-Sequenz stromaufwärts des 

annotierten Startkodons die TM-Domäne bis zu einem konservierten Phenylalanin nachvollzogen werden 

(Abb. 12). Danach weicht die aa-Sequenz von ArcS grundlegend von allen anderen untersuchten 

Stämmen ab. Grund hierfür könnte eine Verschiebung des Leserasters in der Nukleotidsequenz sein. Zur 

Überprüfung der annotierten Nukleotidsequenz wurde arcS selbst sowie jeweils 500 bp stromauf- und 

abwärts mehrfach nachsequenziert. Unsere Sequenzierung ergab einen Fehler in der annotierten Version 

von arcS. So wurden anstelle einer Folge von sechs Thymidinresten nur fünf annotiert (Abb. 12). Legt 

man diese korrigierte Sequenz zu Grunde und übersetzt erneut stromaufwärts des annotierten 

Startmethionins, so erhält man nun auch für arcS die zweite TM-Domäne. Mehr noch, das neu annotierte 

Startkodon zeigt sich nun im gesamten Genus Shewanella als konserviert. Auch die ORF-Prediktions-

Software EasyGene (http://www.cbs.dtu.dk/services/EasyGene/) sagt nach Eingabe der korrigierten 

Sequenz den neuen Leserahmen für ArcS voraus. 

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/EasyGene/
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Abb.12: Die Korrektur des Leserahmens von arcS   

a) Nach Translation der stromaufwärts des Startkodons gelegenen Bereiche ließ 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-Domäne 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 fünf.  

 

 

Abb.13: Domänenorganisation von ArcS , HptA und ArcB   

ArcS weist verglichen mit E. coli ArcB fundamentale Unterschiede in seiner Domänenstruktur auf. So verfügt ArcS mit 
einer CaChe-Domäne und einer zusätzlichen PAS-Domäne nicht nur über eine erweiterte Sensorik verglichen mit ArcB, 
sondern mit einer zusätzlichen Rec-Domäne im katalytischen Bereich auch über mehr regulatorisches Potential. Die 
Position konservierter Aminosäuren mit vermuteter Funktion im Phosphogruppentransfer ist innerhalb der Domäne 
gesondert gekennzeichnet. Graue Bereiche decken analoge Domänen ab und geben anhand der Graustufe Auskunft 
über die Ähnlichkeit. Die Zahlen innerhalb der grauen Bereiche stehen für Identität/Ähnlichkeit. Annotierte und 
korrigierte Version von ArcS sind durch schwarze Balken und gesondert dargestellte Domänen sichtbar gemacht.      
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Der korrigierte ORF von arcS umfasst 3.601 bp und kodiert für ein ï verglichen mit der 

annotierten Version ï um 48 aa verlängertes Protein. Damit ist ArcS 1.236 aa lang und 140,5 kDa schwer. 

Die zusätzliche TM-Domäne orientiert nun nicht mehr nur den Carboxyterminus im Zytoplasma sondern 

auch den Aminoterminus (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/). Als Konsequenz der Korrektur werden 

alle weiteren Versuche, die ein vollständiges Protein erfordern, mit der korrigierten Version von 

arcS/ArcS durchgeführt. 

 

5.1.4 Phänotypische Analyse von S. oneidensis MR-1 arc-Deletionsmutanten 

 

Zur Beantwortung der Frage, ob ArcS, HptA und ArcA im gleichen TCS-Weg 

zusammenarbeiten, wurden S. oneidensis MR-1 Stämme mit Deletionen im Arc-System phänotypisch 

untereinander und mit dem Wildtyp verglichen. In einem ersten Schritt fertigte ich in Frame Deletionen in 

arcS, hptA und arcA an. Dabei entstanden sowohl die Stªmme mit Einzeldeletionen ȹarcS, ȹhptA und 

ȹarcA, als auch alle möglichen Kombinationen an Doppeldeletionen ȹarcS/ȹhptA, ȹarcS/ȹarcA, 

ȹhptA/ȹarcA, sowie die Tripledeletion ȹarcS/ȹhptA/ȹarcA. Im Rahmen der Konstruktion dieser Stämme 

erwies sich der Suizidvektors pGP704Sac28Km als ungenügend und es war nötig einen Alternativektor 

zu generieren. 

 
Die Konstruktion von pNPTS138-R6KT 

 

Bei pGP704Sac28Km (Abb.14)  handelt es sich durch den Replikationsursprung ɔ (ɔori)  in 

Shewanella sp. um einen Suizidvektor. Der Vektor kodiert eine Neomycin-Phosphotransferase (Npt) 

sowie eine Levan-Synthase (SacB) und ermöglicht so die Vorwärtsselektion auf homologe 

Rekombinationsereignisse in Shewanella Spezies. Der Transfer von pGP704Sac28Km erfolgt aufgrund 

geringer Transformationseffizienzen durch Konjugation. Zusammengenommen ermöglicht der Einsatz 

von pGP704Sac28Km eine effektive Deletion von Genen in verschiedenen Shewanella Spezies. Jedoch 

ist die multiple Klonierungsstelle (MCS) auf vier Restriktionsendonukleasen reduziert. Darüber hinaus ist 

die genaue Sequenz des Plasmids unbekannt und es existieren keine Primer zur vollständigen 

Sequenzierung inserierter Fragmente. 

Durch Austausch des Replikationsursprungs pUC-ori aus pNPTS138 (M.R. Alley 

unverºffentlicht) mit einem ɔori erhielt ich pNPTS138-R6KT (Abb. 14).  Dazu wurde in einem ersten 

Schritt der der ɔori aus pUC-18R6KT-mini-Tn7T amplifiziert. In einem zweiten Schritt ligierte ich diesen 

dann über kompatible kohäsive Enden (BssSI/DraIII)  in den replikationsursprungslosen pNPTS138. Der 

entstandene Vektor pNPTS138-R6KT verfügt über die gleichen genetischen Elemente wie 

pGP704Sac28Km und kann diesen vollständig ersetzen. Zudem erleichtert die erweiterte MCS mit jetzt 

14 Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen künftige Klonierungen. Die vektoriell integrierten 

Sequenzen der Primer M13uni und M13Rev machen Zwischenklonierungen in Klonierungsvektoren 

überflüssig. Das in die MCS eingebaute Gen zur Produktion der ɓ-Galaktosidase Ŭ-Untereinheit erlaubt 

http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/
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darüber hinaus die Blau/Weiß-Selektion und so die visuelle Detektion in den Vektor integrierter 

Fragmente.  

 

 

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

pGP704Sac28Km (links) mit unbekannter Sequenz kodiert für eine Kanamycinresistenz (npt), eine Levansynthase 
(sacB)  einen Transferursprung (oriT), einen Replikationsursprung ɔ (ɔ-origin) und eine multiple Klonierungsstelle (MCS) 
mit Schnittstellen für vier Restriktionsendonukleasen. pNPTS138-R6KT (rechts) besitzt eine bekannte Sequenz von 
4.430 bp Länge und vermittelt die gleichen Funktionen wie pGP704Sac28Km. Im Gegensatz zu diesem ist die MCS bei 
pNPTS138-R6KT auf 14 Schnittstellen für vier Restriktionsendonukleasen vergrößert. Vektorinterne Sequenzen 
handelsüblicher Sequenzierprimer (schwarze Pfeile) sowie die Möglichkeit zur Blau/Weiß-Selektion erleichtern die 
Klonierung und Überprüfung von Insertionsfragmenten. 

 

 

Deletionen im Arc-System von S. oneidensis MR-1 haben pleiotrope Auswirkungen   

 
Über S. oneidensis MR-1 Stämme mit Deletionen in hptA und arcA sind pleiotrope Effekte 

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

sowie unter anaeroben Bedingungen mit DMSO als terminalen Elektronenakzeptor wachstumsdefizient 

(67, 75, 206). Ebenso sind ȹarcA Stämme in Bezug auf Biofilmbildung und Biofilmdynamik gegenüber 

dem Wildtyp beeinträchtigt (223). Ein vergleichbarer pleiotroper Phªnotyp von ȹarcS wäre ein deutlicher 

Hinweis für das Wirken von ArcS im selben TCS-System wie ArcA und HptA.  In Anlehnung an die für 

ȹarcA und ȹhptA beschriebenen Effekte untersuchte ich das Wachstum, die Genexpression, die Motilität 

und die Biofilmbildung von ȹarcS. 
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Aerobes und anaerobes Wachstum werden von ArcS, HptA und ArcA beeinflusst  

 

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten lehnte ich die Wachstumsversuchsführung an die 

vorausgegangener Studien an. Einzeldeletionen in arcS und hptA sowie die Doppeldeletion ȹarcS/ȹhptA 

verlangsamten das aerobe Wachstum in LB (Abb. 15) von 42 min je Verdopplung im Wildtyp auf 55 min 

(Einzeldeletionsstämme) bzw. 54,3 min (Doppeldeletion). Deletionen in arcA erhöhten die 

Verdopplungszeit weiter auf 64,5 min (ȹarcA) und verhielten sich damit identisch zu den 

Doppeldeletionsstämmen ȹarcS/ȹarcA (64,9 min) und ȹhptA/ȹarcA (64,4 min) sowie dem 

Tripledeletionsstamm ȹarcS/ȹhptA/ȹarcA (66,7 min). 

Kultiviert man ȹhptA oder ȹarcA anaerob in LB zeigen die Stämme in Abhängigkeit vom 

terminalen Elektronenakzeptor ein unterschiedliches Wachstumsverhalten bezogen auf den Wildtyp (75). 

In Übereinstimmung mit bereits veröffentlichten Daten verhielten sich ȹarcA und ȹhptA mit Fumarat als 

terminaler Elektronenakzeptor im Wachstum identisch zum Wildtyp (Abb. 15). Der gleiche Phänotyp 

konnte bei ȹarcS beobachtet werden. Setzte man als terminalen Elektronenakzeptor DMSO hinzu so 

erhöhte sich die Verdopplungszeit von 73,7 min im Wildtyp auf 94,4 min bei ȹarcS und 93,3 min bei 

ȹhptA. Noch drastischer fiel der Wachstumsdefekt bei ȹarcA aus. Bei einer OD600 nm = ~0,2 stellte dieser 

Stamm genau wie die Negativkontrolle (Wildtypwachstum in LB ohne Zugabe eines terminalen 

Elektronenakzeptors) das Wachstum ein (Daten nicht gezeigt). 

 

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 Stämme mit Deletionen von Genen im Arc-System wachstumsdefizient verglichen mit 
dem Wildtyp. Dabei ist die Verdopplungszeit von ȹarcA stets höher als bei ȹarcS und ȹhptA. 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. Ähnlich wie beim Wachstum ist die Biofilmbildung 
verglichen mit dem Wildtyp in ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA sowie den korrespondierenden Doppel- und 
Tripledeletionsstämmen gestört und genau wie beim Wachstum treten durch Deletion von mehr als einem Gen keine 
kumulativen Effekte auf. 
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Um auszuschließen, dass die beobachteten Phänotypen durch ungewollte Nebeneffekte 

hervorgerufen werden, wurde die Expression des betroffenen Gens im Arc-System zum einen ektopisch 

vom Plasmid pBAD33 induziert. Zum anderen erfolgte die Wiedereinführung einer Wildtypkopie des 

Gens in den Lokus der Deletion (ĂKnock-Inñ). Sowohl die Knock-In-Stämme als auch die 

Komplementationsplasmid-tragenden Deletionen ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA verhielten sich (nach 

Induktion) im aeroben Wachstum vergleichbar zu dem des Wildtyps (Abb.16). 

 

 
Abb.16: Komplementation des aeroben Wachstums von S. oneidensis  MR-1  ȹarcS, ȹhptA  und ȹarcA  

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) ließ 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 für alle untersuchten Stämme mit dem Leerplasmid unter Zugabe von 
Antibiotikum und Induktor herausgenommen (Mitte).  

 

Effekte auf das Wachstum einer Zelle können vielfältigen Ursprungs sein. So ist zum jetzigen 

Zeitpunkt nicht auszuschließen, dass die Folgen für das Wachstum von S. oneidensis MR-1 resultierend 

aus den Deletionen in arcS, hptA und arcA polykausalen Ursprungs sind. Sollten aber ArcS, HptA und 

ArcA gleiche Gene in ihrer Expression beeinflussen, so ist anzunehmen, dass auch die 

Wachstumsphänotypen auf ein und dasselbe TCS-System zurückzuführen sind.  

Transkriptomanalysen von ȹarcA zeigten die Beeinflussung der Expression von mehr als 1000 

Genen in Abhängigkeit von gelöstem Sauerstoff (67). Daten ¿ber das Transkriptom von ȹarcS könnten 

Auskunft darüber geben, inwieweit ArcS zum einen die Transkription allgemein beeinflusst und ob es 

sich überhaupt als Bestandteil eines globalen Regulationssystems erweist. Zum anderen könnten anhand 

des Überlappungsgrades beider Regulons, Rückschlüsse auf mögliche Interaktionen gezogen werden. 
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ArcS beeinflusst unter aeroben Bedingungen die Regulation von mehr als 500 Genen 

 
Während des logarithmischen Wachstums in LB unter aeroben Bedingungen unterscheiden sich 

die Verdopplungszeiten von ȹarcS 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 Mutante ȹarcS eine Stunde nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase bei 

einer OD600 nm = ~0,5 als biologisches Triplikat. Die Transkriptomanalyse erfolgte kommerziell durch die 

Fa. Febit Biomed GmbH (Heidelberg).  

Transkriptomdatensätze von S. oneidensis MR-1 Wildtyp und ȹarcS wurden statistisch 

ausgewertet (Material und Methoden). Die Genregulation wurde als signifikant angenommen, wenn der 

p-Wert < 0,05 war. Unterschieden sich Gene aus Wildtyp und ȹarcS darüber hinaus in ihrer Expression 

um mehr als Faktor 2, bezog ich sie in die weiteren Untersuchungen mit ein. Die Validierung der 

statistischen Signifikanz erfolgte durch Überprüfung des Expressionsverhaltens von ȹarcS bezogen auf 

den Wildtyp in einer quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-PCR) (Abb. 17). Sieben ausgewählte Gene 

wurden dabei überprüft und zu den Microarray-Daten in Beziehung gesetzt. Das Bestimmtheitsmaß 

R
2 
= 0,94 steht für die Validität der Transkriptomdaten und zeigt deutlich, wie gut die ermittelte 

Genregulation durch den Microarray mit der ermittelten Regulation aus der qRT-PCR übereinstimmt. 

 

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

Im Diagramm sind die log2-fachen Veränderungen der Expression von ȹarcS 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

2
=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 

größte Gruppe stellen mit 37% Gene, die hypothetische Proteine kodieren. Mit 28% repräsentieren Gene, 

deren korrespondierende Proteine Funktionen im Metabolismus übernehmen, die zweitgrößte Gruppe. 

Wie in ȹarcA (67) sind innerhalb dieser Gruppe keine Gene zu finden, die für Enzyme der Glykolyse 

oder des Krebszyklus kodieren (Anhang 1). Dafür aber ist die Expression von Genen, die für Enzyme mit 
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einer Rolle im Glyoxalatzyklus ï wie die Isocitratlyase AceB  (Faktor: 3,6) und die Malatsynthase AceA 

(Faktor: 3,5) ï und im anaeroben Stoffwechsel ï wie der Fumaratreduktasekomplex (Faktor: ~2) und die 

Nitratreduktase NapA (Faktor: 3,5) ï kodieren, deutlich erhöht. In die Gruppe des Metabolismus fällt 

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

Shewanella hochkonserviert ist. Mit Faktor ~84 ist es das am stärksten negativ regulierte Gen. 

 
Abb.18: Das Transkriptom von ȹarcS   

Das Transkriptom von ȹarcS relativ zum 
Transkriptom des Wildtyps zeigt eine veränderte 
Expression für 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 Hälfte alle 
negativ regulierten Gene; die rechte Hälfte alle 
positiv regulierten Gene. Die für links 
angefertigte Beschriftung trifft in gespiegelter 
Form auch für die rechte Seite zu. In den 
einzelnen Kategorien (graue Kästen) ist die Zahl 
der betroffenen Gene gesondert aufgeführt. 
Unten: Das Kreisdiagramm zeigt die relative 
Verteilung regulierter Gene nach funktionalen 
Kategorien in %. 
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Bei der Regulation der Zellhüllbiosynthese (6%), zu denen ich auch die Zellanhänge gerechnet 

habe, sind Curli (65) in ȹarcS am stärksten reguliert. So sind die Strukturgene der Curli csgAB um Faktor 

~52 gegenüber dem Wildtyp überexprimiert. Das System für den Transport der Curli über die äußere 

Membran csgEFG ist um Faktor ~5 positiv reguliert (Abb. 35). 

Mit 7% (34 Gene) beeinflusst ArcS auch deutlich Signalaufnahme und -weiterleitung 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 Expression von sechs Genen, die 

GGDEF-Domänenproteine kodieren, beeinflusst. Dazu gehören z.B. das spezies-spezifische Ein-

Komponenten-Signaltransduktions-Protein (OCS-Protein) SO_3489 (Faktor: 8,4) und das konservierte 

OCS-Protein SO_0569 (Faktor: 2,4). 

Die Transkriptomanalysen von ȹarcS zeichnen das Bild einer Kinase als Bestandteil eines 

globalen Regulationssystems wie Arc. Doch inwieweit überlappen die Regulons von ArcS und ArcA, und 

lassen sich anhand des Überlappungsgrades Rückschlüsse auf ein Zusammenwirken von ArcS und ArcA 

in ein und demselben TCS-System ziehen? Zur Beantwortung dieser Fragen verglich ich die 

Transkriptome von ȹarcS und ȹarcA.  

 

Das Regulon von ArcS überlappt mit dem Regulon von ArcA zu 85,9% 

 

Gao et al. veröffentlichten 2008 die Transkriptome von S. oneidensis MR-1 ȹarcA in 

Abhängigkeit von Sauerstoff. Darunter war auch ein Transkriptom logarithmisch aerob wachsender 

Zellen. Diese Bedingungen entsprachen genau jenen, unter denen ich das Transkriptom von ȹarcS 

untersuchte. Aus beiden Datensätzen wurden 425 Gene mit signifikanter Regulation extrahiert. Davon 

zeigten 365 Gene (85,9%) die gleiche Tendenz (Abb. 19a). Das Transkriptom von ȹarcS deckt sich somit 

sehr gut mit dem von ȹarcA. Darüber hinaus stimmen die 20 am stärksten regulierten Gene zusätzlich 

auch im Grad überein (Abb. 19a).  

Um weiter zu bestimmen, ob die Regulons von ArcS und ArcA auch unter anaeroben 

Kultivierungsbedingungen übereinstimmen, ermittelte ich durch qRT-PCR die Genexpression von fünf 

ausgewählten Genen (csgB, rpoS, aggA, und dmsB) sowohl aerob wachsender S. oneidensis MR-1 

Kulturen als auch anaerob wachsender Kulturen mit Fumarat oder DMSO als terminalen 

Elektronenakzeptor (Abb. 19b). Hierbei bezog ich in meine Betrachtung nicht nur ȹarcS und ȹarcA 

sondern auch ȹhptA mit ein. Wie schon beim Wachstum verhielten sich auch in der Genexpression  

ȹarcS und ȹhptA vergleichbar, während ȹarcA zwar tendenziell mit der Genexpression von ȹarcS und 

ȹhptA übereinstimmte, graduell jedoch abwich. So war die Expression der Gene in ȹarcA um bis zu 

20fach (csgB) stärker betroffen als in ȹarcS und ȹhptA.  

Die deckungsgleichen Regulons von ȹarcS und ȹarcA, sowie die vergleichbaren Effekte auf 

Wachstum und Genexpression unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen für ȹarcS, ȹhptA und 

ȹarcA sind deutliche Hinweise auf ein funktionales Arc-System in S. oneidensis MR-1 bestehend aus 

ArcS, HptA und ArcA. Die Einblicke in das Transkriptom von ȹarcS und ȹarcA lassen darüber hinaus 
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weitergehende Schlüsse zu, welche Verhaltensweisen neben dem Wachstum beeinflusst werden und 

liefern mögliche Erklärungen, welche Proteine bereits bekannte Veränderungen zum Wildtypphänotyp 

z.B. während der Biofilmbildung  vermitteln 

 

 

 

Die Motilität wird von A rcS, HptA und ArcA beeinflusst 

 

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

mögliche Funktionen im Bereich Motilität haben, reguliert wird (Abb. 18). Dabei bleibt die Biosynthese 

der Flagelle zwar unbeeinflusst, dennoch kann z.B. ein Defekt im chemotaktischen System durchaus 

Veränderungen im Schwimmverhalten nach sich ziehen. Um zu bestimmen, ob das Shewanella Arc-

System an der Regulation des Schwimmverhaltens von S. oneidensis MR-1 beteiligt ist, tropfte ich 

logarithmisch wachsende Zellen des Wildtyps und der Stªmme ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA auf LB-

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

Schwimmen (Abb. 20). Der Durchmesser der S. oneidensis MR-1 Kolonie auf einer Platte ist hierbei 

direktes Maß für die Schwimmfähigkeit der Zellen. 

Abb.19: Vergleichende Analyse der Regulons 
von ArcS, HptA  und ArcA   

a) Die Abbildung zeigt eine Ăclustered heat mapñ. 
Dabei sind die regulierten ORFs von ȹarcA nach 
Expressionsstärke gruppiert von am stärksten 
positiv reguliert (gelb) über unreguliert (schwarz) 
nach am stärksten negativ reguliert (blau). Die 
ORFs aus ȹarcS  wurden ï das Farbschema 
beibehaltend ï den ORFs aus ȹarcA  zugeordnet. 
Die nebenstehende Tabelle zeigt in log2-facher 
Angabe den Regulierungsgrad der 20 am 
stärksten regulierten Gene in ȹarcS und ȹarcA. 
b) Die Tabelle zeigt die Genregulation für 
ausgewählte Gene aus logarithmisch 
wachsenden Kulturen in LB als Vielfaches der 
Regulation des Wildtyps. 
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Stämme mit Deletionen im Arc-System bilden verglichen mit dem Wildtyp auf Weich-

agarplatten deutlich kleinere Kolonien aus (Abb. 20) und sind im Schwimmen beeinträchtigt. Das Arc-

System nimmt daher nicht nur auf Wachstum Einfluss, sondern reguliert nicht unerheblich auch die 

Motilität. 

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

    

Mikroorganismen kommen in freier Natur nicht als Reinkulturen disperser Einzelzellen vor, 

sondern akkumulieren an Grenzschichten. Dort bilden sie polymikrobielle Gemeinschaften in einer 

selbstgebildeten Matrix extrazellulärer Substanzen (61). Auch S. oneidensis MR-1 bildet solche Biofilme 

aus. Die Dynamik dieser Biofilme ist u. a. abhängig von ArcA (223). Zur Bestimmung, wie sich 

Deletionen im Arc-System quantitativ auf den Biofilm auswirken, wurden logarithmisch wachsende 

Zellen des Wildtyps sowie von ȹarc-Deletionsstämmen in Mikrotiterplatten (MTP) für 24h inkubiert und 

anschließend auf Defekte in der Biofilmbildung (siehe Material und Methoden) hin analysiert (Abb. 15). 

Es stellte sich heraus, dass der ausgebildete Biofilm in ȹarcS und ȹhptA um ca. 50% und in ȹarcA sogar 

um ca. 80% reduziert war. Das Arc-System ist damit ein zentrales Element bei der Regulation der 

Bildung von  Biofilmen in S. oneidensis MR-1. 

Diese Art der quantitativen Erfassung von Biofilmen im MTP-Format lässt zwar erste Aussagen 

zu, ob und wie stark das Fehlen eines Gens die Biofilmbildung beeinflusst, jedoch gibt die Messung 

weder Aufschluss über die Gestalt des Biofilms, noch lässt sie Aussagen über die initialen Schritte in der 

Biofilmbildung ï wie eine erste Anheftung an Oberflächen ï zu.  

 
Das Arc-System hat keinen Einfluss auf das initiale Anheften von S. oneidensis MR-1 

 

Um zu untersuchen, ob die im MTP-Assay beobachtete Beeinträchtigung der Biofilmbildung auf 

einer Störung in der initialen Anheftung beruht, entwickelte ich einen Test basierend auf Messung der 

Chemolumineszenz, die durch das LuxCDABE-System aus Photorhabdus luminescens hervorgerufen 

wird.  

Abb.20: Vergleichende Analyse des Schwimm -
verhaltens von Stämmen mit Deletionen im Arc -
System  

Die Abbildung zeigt das Schwimmverhalten von 
S. oneidensis MR-1. Der Koloniedurchmesser ist 
dabei ein direktes Maß für die Fähigkeit zu 
schwimmen. Oben: die Fotos zeigen Ausschnitte 
einer Platte mit Wildtyp als Kontrolle für normales 
Schwimmverhalten sowie die Einzeldeletionen ȹarcS, 
ȹhptA und ȹarcA mit den zugehörigen Komplemen-
tationsstämmmen. Unten: Schematische Darstellung 
der Kolonie (ausgefüllte Kreise) Die gestrichelten 
Linien geben den Wildtypdurchmesser wieder.  
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Zur Konstruktion eines solchen Reportersystems kombinierte ich in dem für S. oneidensis MR-1 

replikativen Plasmid pBBR1-MCS3 (115) die luxCDABE Kassette aus pUC18T-miniTn7T-Gm-Lux (37) 

und den konstitutiven Promotor tac aus pLacTac (221).  

Dazu wurde in einer ersten Klonierung luxCDABE über kompatible kohäsive Enden (XhoI/KpnI) 

mit pBBR1-MCS3 ligiert. In den resultierenden Vektor pBBR1-MCS3-Lux (Abb. 21) wurde in einer 

zweiten Klonierung stromaufwärts der luxCDABE-Sequenz der Tac-Promotor ï nach Amplifikation mit 

den Primern BamHI-tacP-Fw und PstI-tacP-Rev und Restriktion (BamHI/PstI) ï eingebracht. Der so 

entstandene Vektor pBBR1-MCS3-TacP-Lux (Abb. 21) produziert nach Transformation in E. coli und 

anschließender Konjugation in S. oneidensis MR-1 konstitutive Chemolumineszenz. Die Stärke des 

Chemolumineszenzsignals ist dabei direkt proportional zur Zellzahl. 

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

pBBR1-MCS3-Lux (links) mit 12.190 bp kodiert für eine Tetracyclinresistenz (tetA), und eine Reporterkassette für 
Chemolumineszenz (luxCDABE). Darüber hinaus besitzt er einen Replikationsursprung mit geringer Speziesspezifität. 
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 überprüft werden können. 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 Oberfläche kann als der Quotient von Restlumineszenz (nach 

Verwerfen des Kulturüberstands) und Gesamtlumineszenz verstanden werden.  

Zellen von S. oneidensis MR-1 Wildtyp, sowie ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA wurden in LB bis zum 

Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600 nm= ~1)  angezogen und dann für 15 min in 

weißen, 96-kammerigen Polystyrol-MTP (Greiner Bio One, Frickenhausen) inkubiert. Die 

Gesamtlumineszenz wurde bestimmt. Anschließend wurde die Flüssigkeit abgenommen, einmalig mit 

150 µl LB gewaschen und die verbleibende Chemolumineszenz gemessen (Abb. 22).  
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Frühere Studien (222) zeigen, dass Mutationen in Genen, die Strukturproteine der Flagelle 

kodieren, einen Defekt im initialen Anheften verursachen. Zwei dieser Gene kodieren für den Stator 

PomAB. In dem von mir eingesetzten Test adhäriert eine Mutante ȹpomAB nur zu ca. 1%, ebenso wie die 

unflagellierten Zellen von S. oneidensis MR-1 ȹflag (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu heften sich 

ca. 50% der Zellen des Wildtyps an die Oberfläche. Sowohl ȹflag als auch ȹpomAB eignen sich daher 

hervorragend als Kontrolle für fehlende Adhäsion.  

Die Mutantenstämme ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA zeigen mit ca. 50% Oberflächenhaftung ein dem 

Wildtyp vergleichbares Verhalten (Abb. 22). Der durch Mutationen im Arc-System ausgelöste Effekt im 

Biofilm beruht daher nicht auf einen mit diesem System detektierbaren Defekt im initialen Anheften. 

 
 

Der von mir für S. oneidensis MR-1 entwickelte Test zur Detektion von Defekten im initialen 

Anheften ist schnell und funktional. Jedoch lassen sich aufgrund größerer Messungenauigkeiten nur 

signifikante Aussagen treffen, wenn zwei Chemolumineszenzquotienten um mehr als eine Zehnerpotenz  

voneinander abweichen (Abb. 22). Um die Frage zu beantworten, ob schon geringe 

Verhaltensänderungen im ersten Anheften den für ȹarc beobachteten Biofilmphänotyp erklären 

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

 
Lebendfluoreszenzmarkierung von S. oneidensis MR-1 mit GFP, YFP und CFP 

 

Zur mikroskopischen Verfolgung der Biofilmentwicklung in einer lebenden Zellkultur ist es 

notwendig, Einzelzellen so zu markieren, dass mit einer guten Detektierbarkeit im Mikroskop keine 

Beeinträchtigungen der Biofilmbildung verbunden sind. In früheren Studien (222) wurde mit Hilfe des 

miniTn7-Transposons (122) eine eGFP kodierende Sequenz ortsspezifisch stromaufwärts von glmS 

integriert (172) und so lebende Zellen von S. oneidensis MR-1 fluoreszenzmarkiert. Ebenso etablierte ich 

für meine Untersuchungen auf Basis der ortsspezifischen Integration mittels Tn7 ein System zur 

Lebendfluoreszenzmarkierung von S. oneidensis MR-1 (37) mit GFP. Darüber hinaus gelang es mir, das 

Spektrum der Markierungen um YFP und CFP zu erweitern. Die Proteine YFP und CFP lassen sich  mit 

Licht der Wellenlänge 515 nm respektive 450 nm anregen. Die Exzitationsspektren überlappen dabei 

nicht. So können die Emissionen der entsprechenden Fluoreszenz unabhängig voneinander detektiert 

werden (Abb. 23). Das ermöglicht u. a. die Beobachtung kompetitiver Effekte bei der Kokultivierung 

zweier Stämme. 

Abb.22: Vergleichende Analyse des Schwimm -
verhaltens von Stämmen mit Deletionen im Arc -System  

Die Abbildung zeigt, wie sich S. oneidensis MR-1 beim 
initialen Anheften an eine Polystyroloberfläche verhält. 
Dabei ist das initiale Anheften als der Quotient von 
Gesamtlumineszenz und Restlumineszenz in % dargestellt. 
Bei dieser Art der Messung heften sich ca. 50% der 
Wildtypzellen direkt an die Oberfläche. Hingegen 
adherieren Stämme mit Mutationen in Genen, die Proteine 
der Flagelle kodieren (ȹpomAB), nur zu ca. 1%.  ȹarcS, 
ȹhptA und ȹarcA heften sich initial jeweils zu 50% an und 
verhalten sich damit dem Wildtyp ähnlich. 
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In einem ersten Schritt wurden die Sequenzen der die Fluoreszenzproteine kodierenden Gene 

sowie die Sequenz von cat (kodiert Chloramphenicol Acetyltransferase) mit NotI aus den Plasmiden 

pBK-miniTn7-gfp2 (122), miniTn7(Gm)PA1/04/03-eyfp-a (122) und miniTn7(Gm)PA1/04/03-ecfp-b (122) 

ausgeschnitten und mit dem mit PspOMI verdauten Vektor pUC18R6KTmini-Tn7T (37) ligiert (Abb. 

23). Wie bei (37) beschrieben, wurde S. oneidensis MR-1 mit Hilfe der resultierenden Vektoren 

pUC18R6KTmini-Tn7T-gfp, pUC18R6KTmini-Tn7T-yfp und pUC18R6KTmini-Tn7T-cfp lebend-

fluoreszenzmarkiert. 

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

Links: Im Bild sind die Vektoren pUC18R6KTmini-Tn7T-gfp, pUC18R6KTmini-Tn7T-yfp und pUC18R6KTmini-Tn7T-cfp 
zur Lebendfluoreszenzmarkierung von S. oneidensis MR-1 inklusive der Klonierungsstrategie dargestellt. In Analogie 
mit vorangegangenen Darstellungen sind der Replikationsursprung (ɔ-origin) und der Replikationsursprung für 
konjugativen Transfer (oriT) mit weißen Kästen gekennzeichnet. Die ɓ-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 ermöglichen. Schwarze Kästen markieren Sequenzregionen, die zur Integration der xfp-cat-
Kassette ins Genom benötigt 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 über 72h verfolgt. 

 
Zur Überprüfung des Systems wurden zu gleichen Teilen Zellen einer CFP- und einer YFP- 

markierten Kultur  in ein Flusskammersystem inokuliert und die Biofilmbildung aufgezeichnet (Julia 

Gödeke, unveröffentlicht). Das Aussehen des Biofilms (Abb. 23) ist vergleichbar mit dem aus früheren 

Studien (222). Darüber hinaus entspricht die Farbverteilung von Gelb und Blau (Abb. 23) dem Verhältnis 

zum Zeitpunkt der Inokulation. Weder der Prozess der Fluoreszenzmarkierung von  S. oneidensis MR-1 

noch die Überproduktion unterschiedlicher Fluoreszenzproteine wirkt sich somit negativ auf die 

Biofilmbildung aus. Durch Anwendung des miniTn7-Systems auf  S. putrefaciens CN-32 (172) gelang es 

mir, auch diese Spezies mit einer GFP-Lebendfluoreszenz zu versehen (Daten nicht gezeigt). 
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ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA kolonisieren Oberflächen initial effektiver als der Wildtyp  

 

Die Beobachtung fluoreszenzmarkierter Zellen im Flusskammersystem gibt sowohl Aufschluss 

über den Reifungsprozess eines Biofilms, als auch über die ersten Schritte der Zellen bei der 

Kolonisierung von Oberflächen.  

S. oneidensis MR-1 Wildtyp-Zellen sowie die Deletionsmutanten ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA 

wurden mit GFP fluoreszenzmarkiert und in einem Flusskammersystem auf ihre Fähigkeit, Oberflächen 

zu kolonisieren, untersucht. Dazu wurde die Oberfläche der Flusskammer 4h nach Inokulation in LM 

(lactate medium) fotografiert und in Bezug auf Unterschiede zwischen Wildtyp und ȹarc-

Deletionsstämmen ausgewertet. 

 
 

Zellen des Wildtyps besiedeln dabei die Oberfläche mit 107 Zellen/mm
2
, während sich für die 

Deletionsstämme ȹarcS Werte von 239 Zellen/mm
2
, f¿r ȹhptA von 221 Zellen/mm

2
 und f¿r ȹarcA von 

343 Zellen/mm
2 

ergeben. Damit ist die Oberflächenbesiedlungsdichte in ȹarcS und ȹhptA um Faktor 

zwei und in ȹarcA sogar um Faktor drei höher als die des Wildtyps. Die Besiedlung der abiotischen 

Oberfläche im Flusskammersystem wird in nicht unerheblicher Weise durch das Arc-System von 

S. oneidensis MR-1 mitreguliert. 

 
ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA verlieren die Fähigkeit zur Ausbildung dreidimensionaler 

Strukturen während der Reife des Biofilms 

 
Um zu verfolgen, inwieweit sich die Reifung des Biofilms in ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA von der 

des Wildtyps unterscheidet, kultivierte ich die entsprechenden GFP-fluoreszenzmarkierten 

S. oneidensis MR-1 Stämme in einem Flusskammersystem in LM für 48h. Nach 4h, 24h und 48h nahm 

ich ein dreidimensionales Bild des Biofilms in 20facher und 63facher Vergrößerung auf (Abb. 25). 

Abb.24: Oberflächenbesiedlung im 
Flusskammersystem  

Die Abbildung zeigt eine 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der 
Oberfläche eines Flusskammersystems 
nach 4h Inkubation mit S. oneidensis MR-1 
Wildtyp sowie ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA. 
Dabei ist die Ober-flächenabdeckung mit 
107 Zellen/mm

2
 im Wildtyp verglichen mit 

ȹarcS (239 Zellen/mm
2
) und ȹhptA 

(221 Zellen/mm
2
) um Faktor zwei geringer. 

Für ȹarcA (343 Zellen/mm
2
) beträgt der 

Faktor drei. Die grauen Kästen innerhalb 
der Fluoreszenzaufnahmen umrahmen eine 
Fläche von 0,9mm

2
. 
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In den ersten 4 h beginnt der Wildtyp mit der Besiedlung der Oberfläche. Dabei breiten sich die 

Zellen vorzugsweise horizontal einzelschichtig aus. Teilweise ist aber bereits ein Dickenwachstum des 

Biofilms zu beobachten (Abb. 25). 20h später ist die Oberfläche geschlossen und vielschichtig besiedelt 

und erste dreidimensionale Strukturen werden ausgebildet. Nach weiteren 24 h ist die Landschaft des 

Biofilms von einer Vielzahl dreidimensionaler Strukturen geprägt, die sich über die vielschichtige 

ĂGrundsubstanzñ des Biofilms erheben. Dabei fªllt auf, dass im Gegensatz zum 24 h-Zeitpunkt die 

Oberfläche nicht mehr restlos mit Zellen bedeckt ist. 

 

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

Die Abbildung zeigt als Schattenprojektion die Biofilmstadien verschiedener GFP-fluoreszenzmarkierter 
S. oneidensis MR-1 Stämme im Vergleich. Dabei zeigt Reihe Eins die Entwicklung eines Biofilms im Wildtyp. Die 
Reihen Zwei bis Vier bilden die Entwicklung von ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA ab. Der Vergrößerungsfaktor der Aufnahme 
ist in der Abbildung gesondert aufgeführt (20x und 63x). 
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Die Mutantenstämme ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA zeigen ï verglichen mit dem Wildtyp ï eine 

unterschiedliche Entwicklung des Biofilms. Vergleiche der Mutantenstämme untereinander zeigten 

ähnliche Biofilme zu jedem der aufgenommenen Zeitpunkte (Abb.25).   

Nach 4 h ist zu erkennen, dass sich ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA horizontal deutlich weiter 

ausbreiten als S. oneidensis MR-1. Das Dickenwachstum ist hingegen zu diesem Zeitpunkt mit dem 

Wildtyp vergleichbar. Nach 24 h ähneln sich die Aufnahmen von Wildtyp- und Mutantenbiofilmen. 

Lediglich die sporadisch im Wildtyp auftauchenden dreidimensionalen Strukturen findet man in keiner 

der Mutanten. Nach 48 h sind Wildtyp und Mutantenstämme wieder deutlich voneinander verschieden. 

Die Fähigkeit zur Ausbildung dreidimensionaler Strukturen ist in den Mutanten ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA 

völlig verloren gegangen. Verglichen mit dem Aussehen nach 24 h erfolgte nur noch ein leichtes 

Dickenwachstum. Ansonsten sind keine Unterschiede im Biofilmphänotyp zu erkennen.  

Das Arc-System von S. oneidensis MR-1 verändert das horizontale Ausbreitungsverhalten auf 

einer Oberfläche, 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-System kontrolliert die Biofilmentwicklung durch AggA und MxdABCD  

 

Bei der Auswertung der Transkriptomdaten von ȹarcS war die Genexpression auch solcher 

Gene verändert, die einen dokumentierten Einfluss auf die Biofilmbildung von S. oneidensis MR-1 haben. 

So werden sowohl die Gene mxdABCD (221) als auch aggA (45) durch ArcS in ihrer Expression 

beeinflusst (Abb. 26). 

 
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 möglichen genetischen Kontext stehen, aber nicht näher 
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 fünf analysierte 

Stämme unabhängig voneinander Insertionen von Tn5 in mxdABCD oder der zugehörigen 

Promotorregion (221). Die Analyse der aa-Sequenzen sagt für MxdA ein 462 aa langes GGDEF-

Domänenprotein, für MxdB eine 403 aa lange membrangebundene Glycosyltransferase, für MxdC eine 

351 aa lange membrangebundene Effluxpumpe und für MxdD ein 118 aa langes Membranprotein 

unbekannter Funktion voraus (221). Untersuchungen der Biofilmentwicklung in den Deletionsstämmen 

ȹmxdA, ȹmxdB, ȹmxdC und ȹmxdD in einem Flusskammersystem zeigten einen deutlich vom Wildtyp 

unterscheidbaren Biofilmphänotyp (221).  

AggA  

Studien mit Rifampicin behandelten Kulturen von S. oneidensis MR-1 führten zur Isolierung 

einer hyperaggregierenden Mutante. Diese zeigt in 2D-Gel-Proteomanalysen eine deutliche 

Überproduktion des Proteins SO_4320 (AggA) (45). aggA ist Bestandteil eines RTX-Operons (45) und 

kodiert für einen TolC-artigen aktiven Kanal (220). Stämme mit Deletionen in aggA verlieren die 

Fähigkeit, an Glasoberflächen zu adhärieren und bilden im Vergleich zum Wildtyp deutlich weniger 

Biofilm aus (45).     

 
Das putative mxdABCD-Operon wird in ȹarcS verglichen mit dem Wildtyp um Faktor 3 weniger 

exprimiert. Die Expression von aggA hingegen wird um Faktor ~2,5 positiv beeinflusst (Abb. 26).  

Würde die Reversion der Expression von aggA und mxdABCD in einem ȹarcS Hintergrund den 

dort beobachteten Biofilmphänotyp dem des Wildtyps wieder annähern? Zur Beantwortung dieser Frage 

konstruierte ich zum einen die Deletionsstämme ȹaggA und ȹarcS/ȹaggA und zum anderen den 

induzierbaren Vektor pBBR1-MCS5-BAD-mxdABCD. Diesen Vektor transformierte ich anschließend in 

S. oneidensis MR-1 Wildtyp, ȹarcS, ȹaggA und ȹarcS/ȹaggA. 

Eine Deletion von aggA führt auch zur Eliminierung der korrespondierenden RNA. Sowohl in 

der Einzeldeletion ȹaggA als auch in der Doppelmutante ȹarcS/ȹaggA erfolgt demnach keine weitere 

Expression von aggA und auf diese Weise wird eine negative Regulation simuliert.  

Der Vektor pBBR1-MCS5-BAD-mxdABCD erlaubt die kontrollierte Transkription von 

mxdABCD in Abhängigkeit vom BAD-Promotor. Unter Zusatz von 0,2% L-Arabinose zu den 

plasmidtragenden Stämmen S. oneidensis MR-1 Wildtyp, ȹarcS, ȹaggA und ȹarcS/ȹaggA wird die 

Expression gezielt induziert und simuliert die erhöhte Expression . 

In Abbildung 27 ist der Biofilm von S. oneidensis MR-1 und ȹarcS in Abhängigkeit der 

veränderten Expression für mxdABCD und aggA nach 24 und 48 h abgebildet. Dabei zeigt die obere 

Reihe Aufnahmen von Wildtyp und ȹarcS. Die Entwicklung der jeweiligen Stämme entspricht den 

Beschreibungen von S. 52-53.   
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Überexprimiert man mxdABCD im Wildtyp, so ist die Ausbildung dreidimensionaler Strukturen 

schon nach 24 h zu beobachten (Abb. 27). Auch ist die Zahl der dreidimensionalen Strukturen gegenüber 

dem Wildtyp deutlich erhöht. Die Oberflächenabdeckung durch die Zellen und die Ausbildung eines 

ĂBiofilmrasensñ scheinen durch die Überexpression von mxdABCD unterdrückt zu werden. In ȹarcS 

führt die Überexpression von mxdABCD ebenso wie im Wildtyp zu einer Beeinträchtigung in der 

horizontalen Oberflächenabdeckung der Zellen. Interessanterweise jedoch erlangt ȹarcS die verlorene 

Fähigkeit zurück, dreidimensionale Strukturen auszubilden. Jedoch unterscheidet sich ȹarcS + pBBR-

MCS5-BAD-mxdABCD im Aussehen weiterhin deutlich vom Wildtyp. 

Die Deletion von aggA führt sowohl im Wildtyp wie auch in der Mutante ȹarcS zu einer 

verminderten Fähigkeit, an die abiotische Oberfläche der Flusskammer anzuheften, die Zellen 

agglutinieren und Bilden Klumpen. Das erklärt möglicherweise auch die fehlende Bildung einer 

geschlossenen Zellschicht (Abb. 27). Die zeitliche Ausprägung dreidimensionaler Strukturen und ebenso 

Zahl und Größe bleiben in ȹaggA verglichen mit dem Wildtyp unverändert. Die Deletion von aggA in 

ȹarcS führt dazu, dass ȹarcS/ȹaggA dreidimensionale Strukturen bildet, die in Größe und Zahl denen des 

Wildtyps entsprechen. 

 

Abb.27: Biofilmbildung von S. oneidensis  MR-1 Wildtyp und ȹarcS  mit  Deletionen in aggA sowie  die  
Überexpression von mxdABCD  

Die Abbildung zeigt die Biofilmstadien verschiedener GFP-fluoreszenzmarkierter S. oneidensis MR-1 Stämme im 
Vergleich. Dabei zeigt Reihe 1 die Entwicklung eines Biofilms im Wildtyp und ȹarcS nach 24h und 48h. Die Reihen 2 bis 
4 bilden die Entwicklung von Wildtyp und ȹarcS mit Deletion in aggA (Reihe 3 und 4) und/oder Expression von 
mxdABCD (Reihe 4 und 2) von pBBR1MCS5-BAD-mxdABCD. Der Vergrößerungsfaktor der Aufnahme beträgt 20. 
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Deletiert man aggA bei gleichzeitiger Überexpression von mxdABCD, so erhält man mit ȹaggA 

+ pBBR1-MCS5-BAD-mxdABCD einen Stamm, welcher bereits nach 24h dreidimensionale Strukturen 

ausbildet und in seiner Fähigkeit beeinträchtigt ist, flächenhafte Biofilme auszubilden. ȹarcS/ȹaggA + 

pBBR1-MCS5-BAD-mxdABCD ist ein Stamm, der horizontales Flächenwachstum vollständig zu 

unterdrücken scheint und nur noch aus dreidimensionalen Strukturen besteht (Abb. 27). Diese Strukturen 

unterscheiden sich sowohl in Zahl, im zeitlichen Auftreten und in Größe deutlich von denen des 

Wildtyps. 

 
Bei der Untersuchung, welche Gene bei der veränderten Biofilmbildung in ȹarcS eine Rolle 

spielen, identifizierte ich aggA und das mögliche Operon mxdABCD. Die Umkehr der Expression 

bezogen auf ȹarcS (Abb. 26) führte auch zu einer Umkehr des in ȹarcS beobachteten Biofilmphänotyps. 

Jedoch führte die veränderte Expression von aggA und mxdABCD im Hintergrund von ȹarcS nie zur 

vollständigen Wiederherstellung des S. oneidensis MR-1 Wildtypphänotyps. Allerdings konnte der Effekt 

der erhöhten Oberflächenabdeckung nach initialer Anheftung abgeschwächt und dem Wildtypniveau 

angeglichen werden (Abb.24). Darüber hinaus gewann ȹarcS auch die verlorene Fähigkeit zurück, 

dreidimensionale Strukturen zu bilden. Damit stellen aggA und mxdABCD wichtige Schlüsselgene bei der 

Regulation der Biofilmbildung durch ArcS dar. 

 

5.1.5 Interaktionsstudien mit ArcS, HptA, und ArcA  

 

Analysen der Phänotypen von ȹarcS, ȹhptA und ȹarcA in Bezug auf Wachstum, Biofilmbildung 

und Motilität ebenso wie Transkriptomdaten deuten auf ein Zusammenspiel von ArcS, HptA und ArcA in 

einem TCS-System. Wenn dem so ist, interagieren die drei Komponenten miteinander und ein 

Phosphogruppentransfer erfolgt zwischen Sensorkinase und Antwortregulator über HptA. Zur 

Demonstration direkter funktionaler Interaktion griffen wir auf zwei Strategien zurück. Die erste Strategie 

sollte in einem bakteriellen Zwei-Hybridsystem (BTH) die spezifische Interaktion von ArcS, HptA und 

ArcA in vivo belegen, die zweite Strategie den Phosphogruppenübertrag in 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 Fusionen mit T25 und T18 wurden arcS, hptA und arcA in die BTH-

Expressionsvektoren kloniert. T25 und T18 bilden dabei Segmente der katalytischen Domäne der 

Bordetella pertussis Adenylatzyklase CyaA.  
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Tabelle 4 : Interaktionsstudien im Bakteriellen Zwei-Hybridsystem ï Stammliste  

Stamm Plasmid plasmidkodiertes Proteinfragment     Genelocus Selectionsmarker 

 
 

    

BTH101a 
 
 

pUT18C_ PAS_ArcS 
pKT25_ArcS 

PASI-PASII-HisKA-HATPase-Rec-Rec  
PASI-PASII-HisKA-HATPase-Rec-Rec 

SO_0577 (arcS) 
SO_0577 (arcS) 

AmpR 
KanR 
 

BTH101a 
 

pUT18_ PAS_ArcS 
pKNT25_HptA 

PASI-PASII-HisKA-HATPase-Rec-Rec  
HptAd 

SO_0577 (arcS)  
SO_1327 (hptA) 

AmpR 
KanR 
 

BTH101a 
 

pUT18C_PAS_ ArcS 
pKNT25_ArcA 

PASI-PASII-HisKA-HATPase-Rec-Rec  
ArcAd 

SO_0577 (arcS) 
SO_3988 (arcA) 

AmpR 
KanR 
 

BTH101a 
 

pUT18_ HptA 
pKT25_HptA 

HptAd 
HptAd 

SO_1327 (hptA) 
SO_1327 (hptA) 

AmpR 
KanR 
 

BTH101a 
 

pUT18C_ HptA 
pKT25_ArcA 

HptAd 
ArcAd 

SO_1327 (hptA) 
SO_3988 (arcA) 

AmpR 
KanR 
 

BTH101a 
 

pUT18C_ ArcA 
pKNT25_ArcA 

ArcAd 
ArcAd 

SO_3988 (arcA) 
SO_3988 (arcA) 

AmpR 
KanR 
 

BTH101a 
 

pUT18C_BarA 
pKT25_BarA 

HAMP-HisKA-HATPase-Rec-Hpt  
HAMP-HisKA-HATPase-Rec-Hpt 

SO_3457 (barA) 
SO_3457 (barA) 

AmpR 
KanR 
 

BTH101a 
 

pUT18C_ PAS_ArcS 
pKT25_PAS_ArcB 

PASI-PASII-HisKA-HATPase-Rec-Rec  
PASII-HisKA-HATPase-Rec-Hpt 
 

SO_0577 (arcS) 
b3210 (arcB) 

AmpR 
KanR 

BTH101a 
 

pUT18C_ HisKA_ArcS 
pKT25_HisKA_ArcB 

HisKA-HATPase-Rec-Rec  
HisKA-HATPase-Rec-Hpt 
 

SO_0577 (arcS) 
b3210 (arcB) 

AmpR 
KanR 

BTH101a 
 
 

pUT18C-zipb 
pKT25-zipb 

GCN4d 
GCN4d 

YEL009C (GCN4) 
YEL009C (GCN4) 
 

AmpR 
KanR 

BTH101a 
 

pUT18Cc 
pKT25c 

- 
- 

- 
- 

AmpR 
KanR 

     
 

aBTH101 Stamm bereitgestellt von EUROMEDEX, Frankreich 
bPlasmid Positivkontrolle Hefe Leucinzipper), bereitgestellt von EUROMEDEX, Frankreich 
cLeerplasmid Negativkontrolle, bereitgestellt von EUROMEDEX, Frankreich 
dVolllängenprotein 

verändert nach Lassak et al. (123) 

 

Tabelle 4 und Abbildung 28 sind verändert aus Lassak et al. entnommen (123) und zeigen 

zusammengefasst die für diese Arbeit wichtigen Stämme und Interaktionen. Ausführliche Informationen 

über alle getesteten Fragmente und Kombinationen der BTH-Analyse des S. oneidensis MR-1 Arc-

Systems sind im Praxismodulbericht ĂCharacterization of an atypical Arc two-component regulatory 

system in S. oneidensis MR-1: a bacterial two-hybrid analysisñ von Lucas Binnenkade verºffentlicht (20). 

 Im Fall von HptA und ArcA kodieren die für die Interaktionsstudien eingesetzten Plasmide stets 

das Volllängenprotein. Im Fall von ArcS sparten wir die Sequenzen des periplasmatischen Bereichs und 

der TM-Domänen aus, da es unwahrscheinlich ist, dass diese Abschnitte für funktionale Protein-Protein-

Interaktionen benötigt werden. Ebenso wie für ArcS testeten wir von der in unsere Untersuchungen mit 

einbezogenen HK BarA nur den zytoplasmatischen Carboxyterminus. 
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Die Hybrid-HK BarA bildet zusammen mit dem RR UvrY ein funktionales TCS-System in 

E. coli (179) und S. oneidensis MR-1 (Binnenkade & Lassak et al., unveröffentlicht). Aufgrund von 

Sequenzähnlichkeiten zu E. coli ArcB im Kinase- (57%) und Empfängerdomänenbereich (58%), die 

denen von ArcS und E. coli ArcB vergleichbar sind (Abb. 13), stellte die Hybrid-HK BarA eine geeignete 

Spezifitätskontrolle im BTH dar. Die Untersuchungen ergaben, dass alle in unserem Test eingesetzten 

Komponenten mit sich selbst interagieren (Abb. 28). Dieses Ergebnis entsprach unserer Erwartung und 

steht im Einklang mit dem Wissen, dass TCS-Proteine homodi(multi)merisieren (104, 129, 213). Die 

Studie zeigt darüber hinaus eine deutliche Interaktion zwischen Komponenten ArcS, HptA und ArcA 

(Abb. 28) und damit allen Mitspielern des putativen Arc-Systems von S. oneidensis MR-1. Im Gegensatz 

dazu konnte keine Interaktion zwischen BarA und HptA oder BarA und ArcA beobachtet werden. Damit 

sind die zwischen ArcS, HptA und ArcA detektierten Interaktionen das Ergebnis spezifischer 

Zusammenarbeit im selben TCS-System. 

 
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 Bildhälfte sind die getesteten Proteine mit Domänenstruktur dargestellt. Dabei sind nicht getestete Bereiche der 
Proteine ArcS und BarA gebleicht. Die rechte Bildhälfte zeigt den Ausschnitt einer McConkey-Agarplatte mit 3 µl 
Tropfen des zu testenden BTH101-Stammes (vgl. Tabelle 4) nach 72 h Inkubation bei Raumtemperatur. Die Intensität 
der Rotfärbung der Kolonie ist ein Maß für die Stärke der getesteten Interaktion.  

 

ArcS dephosphoryliert in vitro ArcA über HptA  

 

Parallel zu der Interaktionsanalyse im BTH-System führte ich eine 

Phosphogruppentransferanalyse mit den aufgereinigten Proteinen ArcS, HptA und ArcA in vitro durch. 

Auch hier diente als Spezifitätskontrolle die HK BarA. 

HptA wurde als aminoterminales GST-Fusionsprotein aufgereinigt, alle anderen Proteine als 

rekombinante aminoterminale His6-Fusionsproteine. ArcS reinigte ich als lösliche Variante nur unter 

Erhalt der katalytischen Region (aa 694-1236; vgl. Abb. 13) auf.  Der Versuch, Versionen von ArcS auch 

unter Erhalt der PAS-Domänen zu generieren, wurde parallel mehrfach unternommen. Jedoch gelang es  

selbst durch Einsatz verschiedener Fusionen (His6 und GST) sowie Rekonstitutionen aus 

Einschlusskörperchen nicht,  gleichzeitig lösliche und funktionale Varianten herzustellen (Daten nicht 

gezeigt). Das Konstrukt zur Überproduktion von BarA wurde als zytoplasmatische Variante sowohl als 

Version mit HAMP-Domäne (181-929) als auch, genau wie ArcS, als Version ohne sensorische Domäne 

(292-929) generiert. 
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Die Aufreinigung der Proteine sowie die Konstruktion der Überexpressionsplasmide erfolgte 

z.T. in Zusammenarbeit mit Anna-Lena Henche. Detaillierte Protokolle sowie Proteinanalysen können in 

ihrer Bachelorarbeit mit dem Thema ĂUntersuchung des Proteins SO_0577 als potenzielle Sensorkinase 

des Arc-Systems in Shewanella oneidensis MR-1ñ nachgelesen werden (82).    

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

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen auf Interaktion (links) und Kinaseaktivität (rechts) mittels 
Autoradiographie. Dabei sind sowohl die im Autoradiographen detektierte Radioaktivität als auch die 
korrespondierenden Proteine (Coomassie G250 - Brillantblau Färbung) dargestellt. Links: Je 10 µM radioaktiv 
markiertes ArcA oder ArcAD54N wurden mit äquimolaren Mengen HptA und ArcS oder BarA für 60 s inkubiert. 
Phosphogruppentransfer wurde durch Detektion der Radioaktivität bestimmt. Dabei interagieren in einen reversen 
Phosphorelaissystem ArcS, HptA und ArcA miteinander. Rechts: Analyse der Kinaseaktivität von ArcS und BarA. Nach 
Zugabe von radioaktiven [ɔ

32P
]-ATP zu 10 µM HK erfolgte eine Inkubation bei 30°C. Zu definierten Zeiten wurde die 

Kinasereaktion abgestoppt und die Radioaktivität bestimmt. Dabei ist BarA  bereits nach 5 min gesättigt. ArcS hingegen 
zeigt selbst nach zwei Stunden nur eine vergleichsweise geringe Kinaseaktivität. Die korrespondierende Punktmutation 
im katalytischen ArcS-HKH731 lässt sich durch Zugabe von [ɔ

32P
]-ATP nicht phosphorylieren. 

 

Die Aktivität der gereinigten Sensorkinasen wurde dabei durch Inkubation der Kinasen mit 

[ɔ
32P

]-ATP getestet (Abb. 29). BarA zeigt dabei bereits nach 5 min eine Sättigung mit Phosphat. Im 

Gegensatz dazu ist bei ArcS auch nach 2h nur ein schwaches radioaktives Signal zu verzeichnen. In der 

Punktmutation ArcS-HKH731A findet keine Phosphorylierung mehr statt.  

Um nun zu testen, ob ArcS und/oder BarA ArcA transphosphorylieren können, wurden ArcS 

und BarA entsprechend ihrer Kinetiken mit [ɔ
32P

]-ATP radioaktiv markiert und mit ArcA und/oder HptA 

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

gezeigt).  

Für E. coli ArcB ist bekannt, dass es sich um ein bifunktionales Enzym handelt, welches nicht 

nur ArcA phosphorylieren sondern auch dephosphorylieren kann (68, 175). In einem zweiten Ansatz 












































































































































