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Meinen Eltern und Grol3eltern

Unser Geld bedingt den Kapitalismus, den Zins, die Massenarmut, die Revolte und
schlie3lich den Burgerkrieg, deur Barbarei zurtickfuhrt. ... Wer es vorzieht, seinen
eigenen Kopf etwas anzustrengen statt fremde Kopfe einzuschlagen, der studiere das
DSt RgSaSyda

Silvio Gesell, Geld oder Krieg (1912), in: Gesammelte Werke Band 7, S. 170.






Abstract

The generatn of progeny is the ultimate goal of every living c&b. achieve this aim,
proper replication and segregation of the DNA is essential. Our current knowledge about
chromosome segregation in bacteria derives from a few -stellied model organisms
which dvide by symmetric or asymmetric binary fission. In order to expand our
knowledge in this field we established a new model organidgphomonaseptunium

that reproduces by budding off new offspring from the tip of a reproductive stalk
structure @bbildung 1). Its close relationship to the established model system
Caulobactecrescentugnabled us to develop a broad spectrum of methods.

This study investigates the mechanism of chromosome segregatibhnaptunium. h
vivolocalization studies of the chromosomal origin region revealed that the centromere
like region defined by th&arB\d parSinecomplexis segregated in two discrete steps.
One of the two centromerdike regionsnitially moves to the stalked pole of the mother
cell. Once bud formation initiates, the centromerdike regionthen moves through the
stalk ands tethered tothe flagellated poleof the bud cell

To gather further information about chromosome segregation, two systems forirthe
vivo localization of chromosomaegions were established iH.neptunium the FROS

and the parBSySystem. An analysis of the dynamics of chromosome segregation
revealed that the centromerdike region is segregated before the origin of replication,
which resides at a distance of ~5KI) near thednaA gen. SoH.neptuniumis the first
bacterium to be investigated in which chromosome replication and segregation appear to
be uncoupled. A comparative analysis of closely related species indicated that the origin
regions of stalked buddinigacteria display major organizational differences.

Before theParB\¢ parSivecomplexmoves through the stalk, the stalk is DNA free. This
observation suggests that. neptuniumpossesses a second segregation mechanism since
the generic Pardased segregain system requires chromosomal DNA as interaction
partner.

To shedlight on the mechanism of chromosome segregation, | characterized the ParA
homologs ofH. neptuniumwith fluorescent fusions and deletion mutants. The results of
localization and mutatiorlaanalyses indicate that besides the generic chromosomal
partitioning protein ParAHNE3561 (ParAg HNEO708may also be involved in the
segregation process.

The deletion of HNEO708 caused a pleiotropic phenotypeniitant cellsexhibited DNA
accumulatios in the stalksand displayedsmall bubblelike structures at thestalk tips.
Furthermore mothercells showed an elevated number of origin regions, suggesting a
defect in the regulation of replication initiation of origin segregation.

HNE3561 (ParfAg olocalizel with ParBie in the mother cell. However, it localized
earlier to the stalk tip than Parlgeand was never observed in the stalk. This observation
supported our hypothesis that a second segregation mechanism drives the movement of
the origin regon through the stalk.

Collectively, these results suggest a tatep chromosome segregation process with the
centromerelike ParBydparSinecomplex acting as a central anchor point for the
segregation machinery.



Zusammenfassung

Die Generierundgebenséhiger Nachkommen ist das Hauptziel jeder Zelle. Um dieses Ziel
zu erreichen, ist die korrekte Replikation und Segregation des Erbguts unerlasslich. Unser
Wissen Uber Chromosomedegregationsprozesse in Bakterien beziehen wir aus dem
Studium weniger Modedirganismen, die sich Uber symmetrische oder asymmetrische
bindre Teilung fortpflanzen. Um unser Wissen auf diesem Gebiet zu erweitern, fanden wir
mit Hyphomonasieptunium eine Spezies, die sich Uber Knospung fortpflanzt und ihren
Stiel als reproduktive 8tktur verwendet, einen geeigneten Kandidatefsbpildung1l).

Die nahe Verwandtschaft zu dem Modellorganisn@ailobactecrescentusermaoglichte

es uns zudem, viele Methoden zu adaptieren und so in kurzer Zeit ein umfangreiches
Methodenspektrum zu entwickeln.

Die vorliegende Studie vermittelt einen ersten Einblick in die Chromosomensegregation
von H.neptunium Einein vivo Lokalisationsstudie der Ursprungsregion ergab, dass die
Segregation der zentromeéthnlichen Region (PaiRdparSneKomplex) in  zwei
separaten Schritten erfolgt. Zunachst segregiert eine der beiden zentrémdichen
Regionen zum Stielpol der Mutterzelle und verweilt dort, bis die Knospe gebildet wurde.
Anschliel3end segregiert sie durch den Stiel und lokalisieriagelfierten Pol der Knospe.
Zum besseren Verstandnis der Chromosomensegregation wurden mwavo-
Lokalisationssystem ifl. neptunium etabliert: das FROSund dasparBSySystem. Die
Analyse zeigte, dass die zentror@@mliche Region (Pail parSineKamplex) vor dem
~570kb entfernten Replikationsursprung in der Nahe db®wAGens segregiert wird.
Damit istH. neptuniumwahrscheinlich das erste untersuchte Bakterium, das die Initiation
der Replikation von der Segregation trennt. Ein Vergleich mit nakarelten Vertretern

der dimorphen,gestielen Bakterien ergab, dass auch die drei anderen sequenzierten
Spezies eine Umstrukturierung der Ursprungsregion aufwiesen, der aber kein
gemeinsames Muster zu Grunde liegt.

Bevor die zentromeahnliche Region durcben Stiel segregiert, ist er DM#ei. Diese
Beobachtung legt den Schluss nahe, dassnedtunium Uber ein zweites
Segregationssystem verfiigt, da der PaaSierende Segregationprozess DNA als
Interaktionspartner benotigt.

Um einen detaillierteren Einbkcin den Segregationsprozess zu erhalten, wurden die
ParAHomologe vonH.neptunium mittels Fluoreszenzfusionen und Deletionsmutanten
charakterisiert. Diese Untersuchungen zeigten, dass die beidenHRandloge HNE3561
(ParAng und HNEO708 wahrscheinlicam Segregationsprozess beteiligt sind. Die
Ergebnisse der Lokalisationshd Deletionsstudien weisen darauf hin, dass nicht nur das
chromosomale ParA HNE3561 (ParAHNE), sondern auch HNEO708 an der
Chromosomensegregation beteiligt ist.

Die Deletion von HNEO8flihrte zu einenpleitropen PhanotypDie Zellen der Mutation
wiesen DNA Akkumulationen um Stiel auf und bildeten keine blaschen&hnliche Strukturen
an der Stielspitze. Des Weiteren zeigten Mutterzellen eine erhéhte Anzahl an
Ursprungsregionen, was aufnen Defekt bei der Regulation der Replikationsinitiation
hindeutet.

HNE3561 (Parf\g kolokalisierte in der Mutterzelle mit Pag Uberraschenderweise
lokalisierte es vor PagRein Stielspitze, aber niemals im Stiel. Diese Beobachtung stutzt
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unsere Hypthese, dass ein zweiter Mechanismus fur die Segregation der zentromer
ahnlichen Region durch den Stiel verantwortlich ist.

Zusammengefasst ergibt sich ein zweigeteilter Chromosomensegregationsprozess, bei
dem die zentromei&hnliche Region desParBndparSineKomplexes als zentraler
Ankerpunkt fur die Segregationsmachinerie fungiert.
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1 Einleitung

Das wichtigste Ziel einer jeden Zelle @¢s& Reproduktion und dielamit verknipfte
Weitergabe des Erbguts. Alle anderen Prozesge Anabolismus, Katabolismus,
Transkiption und Translation arbeiteauf dieses Ziel hin.

Lange Zeit wurde angenommen, dass Bakterien keine innere Organisati@lepesd

alle internen Prozese den Gesetzen der Diffusion unterworieéren Erste Zweifel an
dieser Theorie kamen audls man in der ersten Halfe desrgangenenlahrhunderts die
Nukleoide von Bakterien mittels Farbung unter dem Lichtmikroskop sichtbar machte und
erkannte, dass sinicht die gesamte Zelle ausfillten. Weitere Untersuchungen und die
rasante Entwicklung der Mikroskopie, vor allem in dgrrgangenen 20Jahren
enthillten, dass die DNA von Bakterien hoch organisiert im Zytoplasma vorliegt und
Bakterien Giber komplexe M&éanismen zur Weitergabe von DNA verfugen.

Unser Wissen Uber die DMNgegregationsmechanismen beziehen wir aus den Studien
weniger Modelorganismen, wie Escherichi@oli, Bacillusuliilis, Vibriocholera und
Caulobactecrescentus die sich alle durch symrtresche oder asymmetrische binéare
Teilung vermehrenUm unser Wissen uber diese fundamentalen Prozesserweitern
wurde in dieser Arbeit die Chromosomensegregation in dem sich durch Knospung
fortpflanzenden Bakteriunilyphomonas neptuniumntersucht.

1.1 Hyphomonas neptuniumals Modelorganismus

Hyphomonas neptuniumist ein aerobes, § & G A St ( S & 3 -Pratebbal@eNinik S a
welches aus dem Hafenbeckepn Barcelona isoliert wurdé.H. neptuniumist nicht in

der LageZucker als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Interessanterweise besitzt es aber alle
fur die Qykolyse und den PentogehosphatWeg notigen Gene. Dies deutet darauf hin,
dassH. neptuniumunter bislang unbekannten Bedingungen zdoctkerabbau fahig ist.

Abbildungl: Zeitrafferaufnahme einer den Zellzyklus durchlaufemdH. neptuniumZelle. Der gelbe Pfeil
zeigt die Teilungseben&eitin Minuten.

Unter Laborbedingungen haben sich Aminosduren als oppgimi&ohlenstoffquelle
erwiesen?,® Dartiber hinaus kannH.neptunium folgende Zwischenprodukte des
BAGNT GT @1t dza @S N& ikaopldtarad, Gamardtt uyidy Malate Weingde § =
Studien weisen darauf hin, dadd.neptunium auch aromatische und halogenierte
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Verbindungen abbauen kann. Dies wirideneptuniumeinen Wachstumsvorteil sichern,

da sein natiirliches Habitat mit selbig&/erbindungen verunreinigt ist.Im Unterschied

zu vielen anderen arinenund SulRwasserbakterien verflgt neptuniumnur tGber einen
unvolistandigen Chemotaxisapparat. Laborversuche bestatigen, Hlassptunium nicht

zur Chemotaxis befahigt ist. Es wird vermutet, dass das Fehlen eines
energieaufwendigen Chemotaxisapparates die motilen Schwarmerzellen befahigt,
groRere Distanzenuziiberbriicken und so neudabitate zu erschlieBeA.Basierend auf
morphologischen  Ubereinstimmungen  wurde H.neptunium anfanglich als
Hyphomicrobium neptuniumzu den Hyphomicrobiaceae gruppieft. Zurzeit wird
H.neptuniumzu den Rhodobacterales gezahlt, was durch Analysen der Physiologie und
einer 16S rRNA Studie gestiitzt wird® Gegen diese Klassifizierung spricht allerdings die
Tatsache, dass die meisten Rbbdcterales weder dimorph noch ebtielt sind.
Demzufolge hatten sich diese Merkmale unabhéngig voneinander in einigen
Rhodobacterales entwickelmissenoder sie waren in einengemeinsamen Vorfahren
vorhanden gewesen und dann in den Rhodobacterales gréf3tenteils verloren gegangen.
Eine andere Studie diskutiert eine Neugruppierung vehneptunium zu den
Caulobacterales Diese Vorschlagbasiert auf der Untersuchung der 23S rRsb\ie
mehrerer hochkonservierter Proteine, withosomalen Proteinen, Hitzeschockprotein 70
(HSP70) undElongationsdktors Tu (Effu).” Vergleichende Genomanalysen deuten
ebenfallsauf eine nahe Verwandtschaft vdth neptuniumzu Caulobacter crescentusn

und unterstiitzen salen Vorschlagler Neugruppierung?

1.1.1 Methodenspektrum fur die geneiche Manipulation von
H. neptunium

Fir die genetische Manipulation voH.neptunium kénnen wir auf ein vollstandig
sequenziertes und rmotiertes Genom zuriickgreifeh. Die Entwicklung weiterer
genetischer und molekularbiologischer WWeeuge fur die zellbiologische Arbeit mit
diesem Organismus erfolgt derzeit in unserem Lal#urzeit verfigen wir Uberein
Konjugationsprotoko]lmit dem Plasmide utber einfach homologe Rekombination in das
Chromosom vomd. neptuniumintegriert werden kénen (Stefanie Wick, nicht publiziert)

Als AntibiotikaResistenzen stehen Rifampicin und Kanamycin zur Verfigung. Deletionen
konnen mittels einer Gegenselektionsmethode auf der Basis dasBGens erstellt
werden.® Mit Hilfe einer MicroarrayAnalyse wurden zwei mit Kupfer oderink
induzierbare Promotoren identifiziert.>'®**  Weiterhin wurde ein
Synchronisationsprotokokntwickelt, dasdie Anheftungvon bkestielten Zellen ausnutzt

um sie von den motilen Schwarmerzellen zu trenn&f

1.1.2 H.neptuniumund C.crescentusein Vergleich

C. crescentusst ein in oligotrophe, aquatischen Lebensraumen weit verbreitetes gram
negatives,bestieltS & -Prbteobakterium® C.crescentuszahlt nebenE.coli, Bsubtiis
und V.choleraezu den am besten untersuchten Motistemen fur die bakterielle
Zellteilung.

SowohlH. neptuniumals auchC.crescentuggehéren zumicht-phylogenetischa Gruppe
der dimorphen,bestielten Bakterien (DPRs? Die Mitgleder der DPB#eilen sich durch
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asymmetrischeleilung (C.crescentuy oder KnospungH. neptunium) und bilden so eine
sessile Mutterzelle und eine motile Scinmnerzelle. Einweiteres gemeinsames Merkmal
der Stiel.”® Der Stiel ist eine Ausstillpundes Zellkérpers, dieniC.crescentusals
Anheftungorgan und zur Aufnahme von Phospliint. ***> Das Periplasma deStiels
ist in C.crescentusvom Periplasma des Zellkérpers durch Diffusionsbarrieren getrennt
Die Diffusiorsbarrieren gewéhrenC.crescetus einen Wachstumsvorteil, da sie die
Ausdiinnung von léslichen Proteimém Periplasmaverhindern *® Das Cytoplasma des
Stiels istim Gegensatz zum Periplasma&ht kompartimentiert und frei von DNA und
Ribosomen™ 1" 18

In H.neptuniumist der Stielein integraler Teil der Zell®as Periplasmast durchgangig
und der Stiel wird algeproduktive Struktur verwendet Dies bedeutet, dss sich
wahrend der ChromosomeagregationDNA und Ribosomen im Stiel befinden.

S

0
o

p.

LN /

Abbildung2: Schematische Darstellung der Zellzyklen koneptunium(links)und C. crescentu§echts)
Die G1(gelb), S(blau) und GZgrin) Phasen sind vergleichend gegentber gestellt.

H.neptuniumund C.crescentusbesitzen 1835 homologe Gene. Esdavimgenommen,
dass én Drittel dieser Gene fur den Lebenszyklus @#Bs und die Stielbiogenese
bendtigt werden 2 Die Zellzyklen voii. neptuniumund C.crescentusveisen ebenfalls
viele Gemeinsamkeiten aufApbildung?2). Bei der Teilung entstehen zwei physgisch

und morphologisch unterschiedliche Tochterzelleme motile Schwarmerzelle undine
sessile Stielzelle. Bevor die Replikation beginnt, verliert die Schwarmerzelle ihr Flagellum.
C.crescentushildet anschlieRendam zuvor flagellierten Palen Stel aus und initiiert
danneinmalig die Replikatiort” ?> 2! Wahrend die Replikation voranschreitetachst die
Stielzelle in die Lange und bildet amcht bestieltenPol eire FlagelleNach der Trennung

der beiden Chromosomen teilt sich die Zelle asymmetrisch in eshev&@merzelle und

eine Stielzelle. Die Stielzelle kann direkt einen neuen Zellzyklus begiwobmgegen

sich die Schwarmerzelle erst in eine Stielzelle differenzieren rhusgptuniumverliert

wie C.crescentusseire Flagelle bevor es die Replikatiomitiiert. Im Unterschied zu
C.crescentuswird der Stiel allerdings am gegentberliegenden Pol gebildet. Der Stiel
wachst wahrend der Replikation weiter, wobei eine Knospe an der Spitze gebildet wird.
H. neptuniumverwendet den Stiel als reproduktive Sttuk und transportierteine Kopie
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des Chromosoms durch den Stiel in die Knosp& Schwarmerzelle differenziert sich
uber mehree Stunden hinweg in eine Stielle, wohingegen die Stielzelle sofort einen
neuen Zellzyklusinleiten kann

Weitere Indiziendie daraufhindeuten, dass der Zellzyklus in beiden Organismen ahnlich
reguliert wird sind homologe Zellzyklusregulatoren. Darunter befindet sich beispielsweise
auch CtrA, der i€.crescentusien Hauptzellzyklusgulator darstellt?

1.2 Bakterielle Chromosomenarchitektur

Die meisten untersuchten Bakterien verfligen Uber ein einzelnes zirkularesnGsom

mit einer Lange von Kb bis8 Mb, wobei das durchschnittliche @mosom etwa 1000

mal langer ist als die Zelle selb6tcrescentuzum Beispiel verpackt ein 1n8m langes
(~4Mb) Chromosm in einer 2um kleinen Zelle?® Bis zur Mitte desvorherigen
Jahrhunderts ging man davon aus, dass die ChromosomeBakirrien unstrukturiert in

der Zelle vorliegen und zuféllig an die Tochterzelle Ubertragen wirden. Die Entwicklung
neuer zellbiologischer und mikroskopischer Metenin denvergangenerdrei3ig Jahre
enthillte ein vollig anderes BilEs zeigte sich, dasBakteriendie Replikation undiie
Segregation der DNA von einem einzelnen Lokus aus beginnen, dem Replikationsursprung
(oriQ. Die Replikationverlauft bidirektional entlangder beiden Chromosomen Arme
(Replikore) und endet in der Terminuegion (er).”>** Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dasslie Chromosomen von Bakteriereine bestimmte
Orientierung in der Zelle ein, die auch an @ihterzellervererbt wird #*

1.2.1 Der Replikationsursprung

Die Initiation der Replikation wird durch dynamische Proteinkomplexe gestartetndie i
einer strkten Hierarchie zworiC rekrutiert werden. h der oriGRegion befinden sich
konservierte 9p langeSequenzmotivedie sogenannten DnaBoxen. DnaA ibhdet an
diese spezifischen DNBequenzen, bildeeinen Nukeoproteinkomplex und entwindet
die DNA in einer Aifleichen Region. Die DNAelikase bindetan die beiden nun freien
Einzelstrange und ewtindet diese weiter,so dass diewei Replisonkomplexeauf die
DNA geladenwerden kénnen %°,2® Obwohl sich der Ablauf der Initiation in vielen
Organismen ahnelgibt es gravierende Untersde im Aufbau der Ursprungsregion und
bei der Regulation der Initiation.

-—~40 kb dnaA

DUE ADLAS
e Emm—

7 | ) 1 103 o 0

L M R R1 s1 R5 s2 1 12 R2 R3 13 R4

Abbildung3: Vereinfachte Darstellung des Replikationsursprungsivanli. Die drei ATreichen Bereiche L,

ax w 03Sto0 o0Af RSYy RIS S5 SOy (@ 5PbBaExamE 1 con8yRERESEIgriz)y | !
begrenzen die ADLAZegion (AT®naAlowt FUYAG& &aAGS0X Ay RSNIB&x&nOvie 4262
auch die zwei-Stellen und die drei-$tellen befinden (hellgrin). Die Bindestelle des (btBun) befindet

sich ebenfalls in der ADLAS Region wohingegen die sich die Fis Bindestelle (blau) auRerha&b befind
(modifiziert nach Ozaki 2039).
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In E.coli betragt die minimale Groéf3e fur einen funktidiishtigen Replikationsursprung
245bp.?" DeroriCo S&a G SKiG Fdza 1T 6SA Fdzy{dArAz2yStt Sy
St SYSyila 05! DhaA iyt RF (RgBaliD &0 ! &Reglof(Abbildung3). Beide
Regionen sind firr dimitiation essentiell?’ DnaA bindet in der ADLA®egion an mehrere
DnaABoxen mit untersbiedlicher Affinitat. Die ADLASegion wird von den DnaBoxen

R1 und Rdegrenzt. Diese 8oxen haben eine hohe Bindeaffinitat sowdiM DnaAATP

als auch DnaADP? %% Dje DnafBoxen R2, R3, R5, diStellen und die -Stellen
werden als ADLAS bezeichnet, da sie eine hohere Affinitat zu-BhBAesitzen (Ozaki
2008 333233 pie DnaMBoxen R2, R3 und R5 sindo® lang und besitzen da
konservierte TTATNCACA MotfDie IStellen sind ®p lange DN/Sequenzen, die Bis

4 Fehlpaarungen zuKonsensusSequenzaufweisen>® Die sStellen verfiigen tbedie

6bp lange KonsensusSequenzenTGATCC, iel von 12 und 13 geteilt werder® Zwei
weitere Proteine bsitzen Bindestellen in der DneéBinderegion das bakterielle Histon
ahnliche Protein IHBNtegration host factorund Fis>® DasIHFProteinregt die Bindung

von DnaA an die RBox und die #Stellen in der ADLABegion an und untstitzt so die
Initiation. 3> 3" 38 3940 £is konkurriert mit DnaA um die Bindung de BnaABoxen R5 und
11-13 in der ADLARegion.Eine hohe DnaATP Konzentrain negiert diesen Effekt
jedoch.®” Es wird angenommen, dass Fis bei der Regulatiohrfaeher Initiationen in
einem Zellzyklus schnell waemsler Bakterien beteilig ist™** Die zveite funktionelle
Region DUE besitzt drei b lange AFeiche GATCTNTTNTTIdquenzen® Hier wird

die DNA entwunden undas entsteht der offene InitiationskomplexDnaAATP bindet
direkt an einzelstrangige DNobei der obereT-reiche Strang bevorzugt wird® ** Nach

dem Entwinden ladt DnaC mit Hilfe von DnaA die Helikase DnaB Eirdeistrangregion

auf die DNA® Wahrend die Helikase an der DNA entlang wanderttwindet sie
selbige.®°, ° Die DNA Primase DnaG und d@§¥APolymerasell-Holoenzymlagern sich

an die DNA an und bilden das Replisom. DnaG synthetisiert einen RNA Primer auf dem
Folgestrang an den die Polymerdsé L O0AYRSI dzg @ Svh OKGAy 3 p L
synthetisiert.3% 40 46.26)

NE ;

w»

PdnaA DUE
dnaA (1341bp) l

2] e D3 DX K I X D e 7 X Ok Y e T

AT-reich AT-reich

Abbildung4: Schematische Darstellung des ReplikationsursprungsBveubtilis Die Ursprungsregion von
B.subtilisist durch dasdnaAGen zweigeteilt. Stromaufwarts befinden sich einergithe Region (gelb),
drei DnaABoxen mit dem KonsensuMotiv (dunkelgriin) und finf DnaBoxen mit jeweils einer
Fehlpaarung (hellgriin). Stromabwarts befinden sich zwei EB@afn mit je eier Fehlpaarung (hellgrin)
und eine perfekte Dnafox (dunkelgrinyowie das ATeiche DUE (gellfinodifiziert nachBriggs 20127).

Bei B.subtilis befindet sich @r Replikationsursprungwie bei den meisten soweit

untersuchten Bkterien, in direkter Nahe desinaAGens’® *° Die elf DnaBoxen

befinden sich in zwei intergenen Bereichen stromauhd stromabwarts vondnaA

(Abbildungd). VierderDnaA 2 ESY Ay RSNJ ! NALINHzy 3aNB3IA2y o0SaA
KonsensudMotiv, wobei drei vor und eine hinter derdnaAGen liegen. Dieanderen

sieben Boxen haben jeweils eiddweichung von deKonsensusequenz Funf DnaA

Boxen befinden sich stromaufwérts vodmaA Gen uml zwei stromabwarts® > Beide

DnaABox Cluster sind fur die Initiation essentiell, wobei das stromausvgelegene

auch fur die Autoregulation degsinaAGens benoétigt wird.Hier wirkt DnaA als
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Transkriptionsfaktor undindet an den eigenen Promoto¥ Bei der Initiation bildet die
Ursprungsregioreine Schleifeund es wird angenommen, dass dieSehleife an den
beiden DnaMBoxClustern zusamengehalten wird?*’ Die genaue Funktionsweise dieses
aISGSAT GSY | NE LINRzyHES besita Seths wejfiereSOnaByxLlister,
die aber weder in der Nahe desiCliegen noch fiirdie Initiation essentiell sind>>* Des
Weiteren befinden sich zwischepmHund dnaAdrei AFreiche 16 bp lange Sequenzen
dzy R SAY «a5b! dzy 6 AYRAY3 St SYSyida onBAuddd Ay
dnaN *° DnaA bindet an die DnaBoxCluster undbildet einen Nukleoproteinkomplex.
Nun werden DnaD und DnatB oriCrekrutiert. DnaD und DnaB sind nur in den Firmicutes
konserviert (DnaB auB.subtilisbesitzt keine Ahnlichkeit mit Helikase DnaB &usoli).

Die genaue Funktion der beiden Proteine ist nocthinbekannt Es wird vermutet, dass
DnaD die Bildung des offenen Replikationskomplexes unterstiitzt oder stabilisiess da
direkt mit DnaA interagiert® DnaB st in der LageDNA zu biegen und ist wahrscheinlich
an der Bildung deoriGSchleife beteiligt?® Nachdem der offene Komplex gebildet wurde
wird der DnalDnaC Komplex angelagert (Helikasddpaotein Dnal und Helikase DnaC
Zuletztwird DnaG zunoriCrekrutiert und sythetisiert dort den ersten RNRrimer auf
dem Folgestrang.

In C.crescentusdefindet sich der Replikationsursprun@.¢rescentusorigin, Cor) in der
N&ahe deshemEGens(Abbildungs). °’ Die Regulation vohemEwird durch einen starken

und einen schwachen Promotor kontrolliert. Wird der stéarkere Promotor ausgeschaltet
kann die Rejitation nicht initiiert werden>® Der Replikationsrsprung ist etwa 1008p
lang.>*®° In C.crescentus befinden sich sieben Bp lange Dnafoxen in der
Ursprungsregion. Sie werden @GBoxen und \ABoxen unterteilt®! Die beiden @oxen
besitzen eine moderate Affinitéfir DnaA und begrenzen die aufRersten Bereiche des
DnaAbox Clusters. Die Initiation ist nur moglich, wenn eine der beiden Boxen vorhanden
ist.

DUE
~5,4 kb dnaA —

a b C d e
LhemE THDEDT TN <@ BO@ @ > > |pues”
AT-reich G2 W5 W4 W3 W2 w1 G1

Abbildung5: Schematische Darstellung des ReplikationsursprungvorescentusDargestellt sind didT-
reichen Sequenzen (gelb), CtBindestellen (rot, &), eine IHFBindestelle (blau), DnaBoxen mit hoher
Affinitat zu DnaA (dunkelgrinind DnaABoxenmit schwacher Affinitéat (grinyodifiziertaus Collier 2012
2

62)

Die funf WBaxen haben eine geringe Affinitat zu Dnagind aber furdie Initiation
essentiell®! Eine ATreiche Region befindesich stromaufwarts des Dna#ox-Clusters.
Andieser Stelle wird die DNA aufgewunden. Des Weiteren befisgth ein Bindemotiv
des IHFProteinsin der UrsprungsregionlHFist in der Lage DNA zu biegen. E.coli
unterstitzt es die Bildung é@s Initiationskomplexesndem esDnaA zu spezifisen DnaA
Boxen rekrutiert>®, © Die Bindestlle von IHF (iberlappt mit einer wichtigen Bindestelle
von CtrA, einem der Hauptregulatoren des Zellzyklus, welcher die Initiation irthibes
Weiteren befinden sich finf CtrBindestellen mit der KonsensusSequenz
TTAA(N7)TTARin der Ursprungsregion. CtrA ist ein essentieller AntwRegulator, der
durch die Bindung an seine Erkennungssequenzen die InitiatioifCariverhindert.®
Dies lasst venuten, dassCtrAund das IHF Protenm diese Bindestelle konkurrieren und
sich gegenseitig verdréngen.
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1.2.2 Der Terminus

Die meisten Bakterien besitzen ein einzelnes zirkulares Chromaeselchesbidirektional
repliziert wird.”*°® Die Terminusregion ist, im Gegensatz zum Replikationsursprung
weniger untersucht. Der Terminus befindet sich in den meisten Bakterien in direkter Nahe
desaGGskewst °' DeroGGa | Sigt &in Wechsel in der Haufigkeit von Cytosin zu Guanin
auf dem Leitstrang, der wie folgt berechnet wi(@ytosin- Guanir) / (Cytosirn+ Guanir).
Diese Formel gibt die relativdaufigkeitvon Cytosin gegeniber Guanin an. Wendet man
diese Formel auf ein vollstandiges Chromosomeaihalt manin der Regel zwei Punkte,
bei denen sich der G€kew abrupt andert In den meisten untersuchten Bakterien
befindet sich der Replikationsursprung in der N&bé&hen Wechselsnd der Terminus in
direkter Nédhe zum zweiten Wechsel.

Die Terminusregionen voi.coli, Bsubtilis und C.crescentusbesitzen mehrere DNA
Motive, die fir die korrekte Segregation und Termination der DNA benétigt werden.

Die Chromosomen voR. subtilisund E.coliverfligen Gber so genannte Replikationsfallen
(Abbildung 6). Diese Replikationsfallen bestehen a@8bp langen polarenDNA
SequenzenTerStellen), die von der Replikationsgabel nur in Richtung Termiassigyt
werden kénnen, sowie deferminationsproteien RTP irB.subtilisund Tus irk.coli, die
spezifisch an di€ferStellen binden®® Die Terminationsproteie besitzenauRer ihrer
Funktion keine Sequenader Srukturéhnlichkeitund sind nur in nalverwandten Spezies
konserviert Daher wird vermutet, dass diese Systeme unabh&ngig voneinander
entstanden sind.Da Veranderungen an den Replikationsfallen zu keinen ernsten
Phanotypen fuhrenwird angenommen, dass dies System lediglich die Effizienz der
Replikation, in schnell wachsenden Zellen mit mehreren Initiationen pro Zellzyklus
steigert.

oriC oriC

Of‘lC

B. subtilis

TerZ

Ter|( —— A\N—— Ter/V
TerG | Terk TerV ——//I\\\ TerVIil Terminusregion
TerF Terlll Terl Terll TP

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung der Replikationsfallen vdficoli, B.subtilis sowie der
Terminusregiorund KOPSequenzervon C.crescentus(E.coliund B. subtilismodifiziert nachDuggin 2008
6

Interessanterweise sind die Komponenten der Replikationsfallen RTP und Tus nicht
essentiell und ihre Deletion fiihrzu keinensichtbaren Phanotypef® ”© Auch haben
Sequenzveranderungen im Terminusbieh kaum Einfluss auf dasli#echstum.” 2
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Ein weiteres Merkmal der Terminusregion sind 28&bp langenkonservierten XerC und
XerD Bindestellen, die sogenanntdif:Stellen. Die Rekombinasen Xen@ uXerD binden
spezifisch an diglif-Stellen und sind in der Lagéhromosomendimere, die in $10%

aller Zellendurch homologe Rekombination zwischen den Schwesterchromosomen
enstehen zu trennen.

C.crescentus besitzt keine Homologe zu den Terminatitallen von E.coli oder
B.subtilis Diedif-Stellen befinden sich in der Nahe de&skewWechselaund es konnte
gezeigt werden, dass sowohl das Entfernen diér Stellen als auch die Deletion von
XerCD zu einer erhéhten Zahl von Chromosomendimeren.fuhrt

Fernerweist die Ausrichtung deBbp langena CE@23NW Sy G Ay 3 L2 f | Naf & S| dz
die Terminusegion in direkter Nahe dedif-Stellen hin Abbildung6). Die in Bakterien
hoch konservierte DNAranslokase FtsK wird an den I&3equenzen auf die DNA
geladen. Da FtsK an der Zellteilungsebene immobilisiert ist und die-B&afaBnzen in
Richtung Terminus orientiert sind wird das Chromosom von dditediengsebene

weggepumpt.”> "

1.3 DNA Segregationssysteme Bakterien

1.3.1 PlasmidSegregationssystem

Plasmide sindzirkulare extrachromosomale DNA&lemente, die fir ihren Wirt nicht
essentiell sind aber unter bestimmten Umweltbedingungen einen Wachstumsvorteil
bieten. Um ihre Weitergabe auch in schnell wachsendelted zu garantiererhaben sh
unterschialliche Strategien entwickelf>’® ’" Die erste und einfachste Strategie ist eine
hohe Kopienzahwelchedie Wahrscheinlichkeit einer zuligen Ubertragung maximiert.
Sogerannten chigh-copy numbeéPlasmidebesitzen zwischen zwaigz und mehreren
hundert Plasmidé&pien pro Zelle. Drch die Konkatenierungzon mehreren Kopien sinkt
jedoch die Amahl der Segregationseinheitet.”® Zu dieser Gruppegehéren auch die
Klonierungsvektoren pUC und pBR332. Die zweite und aufwendigere Variante ist die
Oy isAOlfdzyd SAySa SAISySy {SANBIlIGxapyaaea
number&Plasmida verfolgt, die mit weniger als zehn Kopien pro Zelle vorliegen.

Der prinzipielle Aufbau der Plasm&gregationssysteenist sehr ahnlichAbbildung7).

Sie bestehen aus dréomponenten, deren Gene in einem Operon oragemt sind,
namlich (i) einer entromer-ahnlichen Sequenzp&rS oder parQ, (i) einem DNA
Bindeprotein (ParB odeParR), das an die Zentrorm®8equenz bindet und (i@ner
ATPase, dienit dem DNABindeprotein interagiert und die Kraft fir die Segregation
bereitstellt oder die Direktionalitdit des Segregationsprozesses vorgiibbi{dung

7). 80, 81, 82,83

Zurzeit werden drei Hauptgruppen voRlasmidSegregationssysteem anhand ihrer
ATPasen unterschiedeff:®® Die Typ Systeme verfiigen tiber Walkerlddp ATPasen
und werden auf Grund von Anwesenheit oder Abwesenheit eindsriNinalen HTH
Motives (Helixturn-Helix) in Typla und Tygb unterteilt.®%® Das Typll Plasmid
Segregatioasystemverwendet fur die Segregation Aktihnliche Zytoskelettelemente
und dasTyplll System, Tubulidhnliche GTPasgAbbildung?). &, 7
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A Allgemeiner Aufbau eines par-Lokus

Zentromer
B Typla
transkriptionele_ Zentromer-
Repression .., bindung
\|
parA, sopA
parS
sopC
C Typla

Zentromer- ..cocoezes =2 transkriptionelle
bindung /_\‘\ Repression
4
parC l 'I '

D Typll

Zentromer- -~ % transkriptionelle
bindung ’ Repression

parC

E Typlll

Abbildung7: Schematischer Aufbau der unsehiedlichen PaBysteme. (A) Allgemeine Organisation eines
par-Lokus. (BPpie ATPasen voitypla-Systemen besitzerin zusatzliches HFMotiv, weshalb sie auch als
lange ParAProteinebezeichnet werdenRlasmide P1 und)HC)Da denATPasen desyplb das HTHMotiv
fehlt werden sie auch kurze PaBPkoteinegenannt. Zu ihnen gehdren d&TPasen, der Plasmide pB171,
TP228 sowialler chromosomalerparABSSysteme. (D) Aufbau eines Typar-Lokus (z.B. Plasmid Rind

(E) eines Tyfl par-Lokus (pBtoxis uh pXO1) Die Abbildung wide modifiziert nach Salje 20ftund
Gerdes 2016".

1.3.2 Typl Segregationssysteme

Die beiden groRten Herausforderungen fir ein Segregationssystem sind (i) die
Feststellung von spezifischen Positionen innerhalb einer Zelle und (ii) anschlieRend die
korrekte Segregtion des Plasmids zu diesen Positionen.

Die beiden am besten untersuchten Plasmide des ITggstems sind P1 und F aus
E.coli. 8 In beiden Fallen bindet das PadBnliche Protei (SopB bei F) an die
ZentromerRegionparC(sopCbei F) und bildet einen NukleoproteKomplex. PariATP
bindet unspezifisch an DNénd ist Gber @és gesamteNukleoid verteilt. Interagierein
ParBparSKomplex mit DNAJebundenem ParATP, stimuliert ParB die ATPasivitat

von ParA, wodurctdieses alsParA! 5t @2y RSNJ 5b! RA&a2T AASNI @
Molekularbewegung kommt der PapgrSKomplex mit dem nachsten Pas¥ P in
Kontakt und der Vorgang wiederholt sichieCPlasmidopien wandern sovon der
Zellmitte ausgehend, den Pa#TP Molekiilen iniBhtung der Zellpole hinterhef> 2"

Da die ParAADP Molekile imige Zeit bendtigen um wieder dieTP Form zu wechseln
findet eine gerichtet Bewegung statt. Diese Hypothese wird auch von der besonderen
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Anfalligkeit der Typ Systemen fur Konzentrationsanderungen der einzelnen
Komponenten gesitzt, 5% 8% %°

Dieses Model der SegregationrsveulO K | £ & -NIR{G GMb8e dezighneund im
DS3ISyal 41 IMoneéll set ddzein RayAdlament voraus> ™ %

1.3.3 Typll Sgregationssysteme

Das parMRGOperon des Plasmsd R1 aus E.coli war eines der ersten DNA
Segregationssysteen dasin Bakterien identitiert wurde.* Die Atin-ahnlichen ATPasen
der Typll-Segregationssysteme segregieren Plasmiddem sie Filamente ausbilden,
deren dynansche Instabilitat der von eukaryotischen Mikrotubuli gleidAarM bildet
eine Aktinrahnliche doppehelikale Struktur, die aus zwei Protofilamenten besteht. Die
ParMProtofilamente sind im Gegensatz zu Aktin links drehéhtf ParM ist nur in seiner
ATRgebunden Form in der Lage stabile Sturkturen auszebil®ie Untereinheiten eines
ParMFilamens konnen spontan Idrolisieren, solange jedoch an den Enden des
Filaments neue ParMTP Molekiille angelagert werden bleibt dasrRéat stabil >**° Ist

die Hydrolyse der Untereinheiten schneller als die Anlagerung neuer -RaiM
Untereinheiten kommt es ahnliclie bei Mikrotubuli zur vollstandigerepolymerisation
des FilamentsBei Typl-Segregationssystemen imegiert der ParRdarGKomplex des R1
Plasmids an beiden Enden mit dem PaPkbtofilamenten °® % DasParM-Filament ist in
der Lage das’lasmid innerhalb weniger Sekunden an die Pole der Zallschieben
AnschlieBend depolymerisiert das Pafament vollstandig und die, an den Polen
lokalisierten Plasmide koénnen wieder frei diffundieren. Der Segregationsvorgang von
Typll Pasmiden istwie der von Ty Plasmidemicht an den Zellzyklus gekoppelt, da die
Plasmide mehrere Segreignsrunden durchlaufen kénner®

1.3.4 Chromosomale Segregatiesysteme

ChromosomaleparABSSystene sind in allen untersuchten bakteriellen Chromosomen
konserviert, mit Ausnahme der Familien Enterobacteriaceae Ezddli), Pasteurellaceae
(z.B. Haemophilus influenzaeund Mycoplasmataceae (z.Blycoplasma sp. In der
Mehrzahl der sequenzierten Chromosomen befinden siclpdidB-Homologe in direkter
Nahe des Replikationsursprungs. E.coli verwendet fir die Segregation der
Ursprungsregion die 2Bp langen migSSequenzen, die sichn ider Ursprungsregion
befinden.®*® Warum die migSSequenzen fiir die Segregation der Ursprungsregion
essentiell sind und wie andermakterien, die weder UbemigSnoch ParABiomolae
verfugen ihre Chromosomen segregieren, muss in weiteren Studien geklart werden.
Obwohl die Homologe von ParAB hoch konserviert sind, kbnnen viele Bakterien ihre
Chromosomen auch in ihrer Abwesenheit normal segregigf®, 1°%, 102 193 194 pemnach

ist es wahrscheinlich, dass mehrere redundante Segregationssysteme fir den Transport
der DNA in Bakterien zustandig sind.
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1.3.5 Chromosomensegregation iB. subtilis

Das erste und bis jetzt vielseitigste chromosompsrABSSystem wurde irB.subtilis
identifiziert. Die beiden Hauptkomponenten Spo0J (ParB) und Soj (ParA) Birsliltilis
andes, als in anderen Bakteriemicht ausschlie3lich an der Chromosomensegregation
sondern auch an der Sporulation und der Initiation der Replikation beteiligt.

Die Deletion vorsoj und SpoUiihrt zu einem schwachen Segregationsdefekt, der sich in
1 ¢ 2 % DNAfreien Zellen auswirkt (etw&00-mal mehr als im Wdtyp). % Wahrend der
Sporulation repremiert Spo0J die Bindung von Soj an die DNA fruher
sporulationsspezifischer Gene sppl), wodurch die Sporenbildung ermdglicht
wird, 105106107108 e g \Weiteren fithrt sowohl diBeletion von Spo0J als auch die von Soj
zu einer erhohten Initiationsrate. In seiner monomeren Form inhibiert Soj die
Oligomerisierung des Initationsproteins DnaA und verhinderdigolnitiation.*®*1° Das

Soj Dimer hingegen unterstitzt die Bildung einer DaAxStruktur, de fur die
Initiation essentiell ist™'® Spo0Jst in der Lage die ATPaA&tivitat von Soj zu aktivieren
und es so in seine monomere Form zu Uberfuhren. Der Vorgang, der SajarDseiere
Form dberfuhrt ist allerdings nochunbekannt und es wird angenommen, dass end
Grofdteil der Zeit in seiner omomerenForm vorliegt, da es kontinuierlich von Spo0J
inhibiert wird.

Ferner bindetSpo0J an achlgarSSequenzen in der Ursprungsregion und sorgt durch die
Rekruterung vona & G NHzO G dzNJ £ Y I Ay (i SKdmpl€xd (SId@an Ok NR Y2 a2 Y S
oriCfur die Kondensation der DNAnd die korrekte Segregatiolie Deletion von Spo0J
fuhrt in vegetativen Zellen zu einer 1ffch erhdhten Anzahl an DNreien Zellen.
Entfernt manSpo0J und Soj in einem Stamm, dem auch SMC fekishdie Anzahl der
DNAfreien und der geschtienen Zellen drastisch erhoht'*!9. In B.subtilisist die
Hauptaufgabe des cbmosomalenparABSSystems weniger die Segregation d@$C
sondern die Regulation der Initiation und das Rekrutieren von -Bbi@plexen an die
DNA.

1.3.6 Das essentiellparABSSystem vorC.crescentus

Anders als in den meisten Bakterien ist gasABSSystemmn C.crescentusessentiel] da
der Replikationsursprung Uber ParB direkt mit dem fdubitor MipZ
interagiert 1% ° Dje Korrekte Positionierung de3oridurch das parABSystem ist
folglich essentiellDie Modifikation einzelner Komponenten fuhrt zu schwerwiegenden
Chromosomeregregatiorsdefekten '3 116

Der Replikationsursprung vo@.crescentuswird von einemparABSSystem segregiert,
welches den Typ PlasmidSegregtionssystemen ahnelt und das sich in der Nahe des
Segregationsursprungs befindet. Die WalkeATPase ParA bildet in ihrer AH®mM
Dimere, die unspezifisch mit DNA interagieren und sider das Chromosom
ausbreiten*”® Diese ParfStuktur durchspannt vom neuen Pol ausgehensi faie
gesamte Zelle Abbildung 8). Wie bei den Typ PlasmidSegregationssystemen bindet
ParB spezifisch an die zentromdinlichen parS Sequenzen und bildet einen
NukleoproteinrKomplex. Durch die Synthese neuer DNA wird einer delebeParBparS
Komplex vom alten Pol weggeschoben und interagiert mit der Samktur. **® ParB
besitzt eine starke Affinitat fir ParA und stimuliert die ATPAlsgvitat von ParA'’
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Abbildung 8: Chromosomesegregation inC.crescentus (A) Die Seggation des Replikationsursprungs
(griner Punkt) und der Terminusregion (roter Punkt) wahrenes ddimorphen Lebenszyklus von
C.crescentus (B) Segregation des PapBfSKomplexes durch ParA zum gegenuberliegenden Pol (griner
Punkt ParBdarSKomplexe, gelér Punkt ParAATP, violetter Punkt PatADP, blauer Punkt PopZ, violetter
Strich TipN) (modifiziert nach Schofield 2010).

Die ParADimere zerfallen nach der Hydrolyse von ATP in zwei Monomere, die nicht mehr
in der Lag sind mit DNA zu interagiereft” Durch diesen Vorgang wird die PeS#uktur
verkirzt und ddzNOK . NB gy Qa OKS a2f S| d I pasKamplekdzy 3
erneut die ParAStruktur, woraufhin sich die ATRHydrolyse wiederholt **® Die
Verkurzung dr ParAStrukturtransportiert den ParBiarSKomplex zum neuen Pol, veo

von PopZ verankert wird*"®* Um die Polymerisation einer zweiten Pa@truktur am

alten Pol zu verhindern werderdie ParAADP Molekile am neuen Pol von TipN
gebunden *®

1.4 Ziel dieser Arbeit

Unser bisherigs Wissen lber die Chromasensegregation in Bakterieberuht auf der
Analyse weniger Moddlorganismen, die sich entweder durch symmetrische oder
asymmetrische binareTeilung vermehren. Wir haben Hneptunium als neuen
Modellorganismus ausgewahlt, da es sich durch Knospung verragdrseinen Stiel als
reproduktive Struktur nutzt. Die bis jetzt bekannten Segregationsmechanismen sind auf
H. neptuniumnur teilweise anwendbar, da sein Stiel vor der Segreagtion-iDdiAst. Mit

hoher = Wabhrscheinlichkeit ~ verfugt H.neptunium Uber  einen zwiten
Segregationsmechnismus, der das Chromosom durch den Stiel transportiert.
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Die ldentifikation des Segregationssystems ¥bneptuniumund die Visualisierung der
Chromosomensegregation vivowaren die Ziele dieser Arbeit. Zu diesem Zweck wurde
zwei in vivolLokalisationssystem inH.neptunium etabliert um die Segregation
unterschiedlicher Chromosomeroci,in vivozu verfolgen.

Des Weiterensollen die wahrscheinlicham Segregationsprozess beteiligtéParA
Homologe vorH. neptuniumdurch Loklisationsund Deletionsstudien naher untersucht
werden.



2 Ergebnisse

2.1 Zeitlicher und raumlicher Ablauf der
Chromosomensegregation

Die bis jetzt untersuchteparABSSysteme sind an der Segreagtider Ursprungsregion
beteiligt. % 10> 101 190 |n der Ursprungsregion befinden sich die zentroraknlichen
parSSequenzen, an die ParB bindstach demReplikationsstart bewegen sich einer oder
beide ParBparSKonplexe mit Hilfe von ParA Uber den Nucleoid zu bestimmten
Positionen (Quelle)n allen bis jetzt untersuchten Bakterien sind die zentroslenlichen
parSSequenzen in der Nahe des Replikatiospaungs die erste Region des Chromosoms
und die Terminusregion dieetzte, die segregiert werdeff"**2° H. neptuniumverfugt

Uber Homologe eines chromosomalparABSSystemsallerdings ist dieses Systemtht
geeignetdie Segregation der DNA durch den Stievetmitteln, da der Stielar Beginn

der Segregation DN#&ei ist. Aus diesem Grund ist anzunehmen, ddsseptuniumiber

einen zweiten Segggtionsmechnismus verfugt.

Um mehr Uber den zeitlichen und raumlichen Ablauf @romosomensegregationu
erfahren wurden diegparSSequenzervon H.neptuniumermittelt und die Dynamik der
ParBparSKomplexe wahrend des Zellzyklus analysiert um einen ersten Einblick in den
Ablauf derSegregation zu erhalteDes Weiteren sollten der Replikationsursprung und
die Terminusregion mittels desx C federilJrepressor operator systea a 0 Cwh {
analysiert werden*?! Um festzustellen, ob die Segregation ahnlich geordnet verfauft wie
im nah verwandterC.crescatus. 2*

2.1.1 Definition des Replikationsursprungs

Uber die Position des Replikationsurspung und der Terminusregion ktnieptunium
nichts bekant. Daher missen diese fur die Chromosomendynamik wichtigen Punkte erst
ermittelt werden. In fast allen Bakterien befinden sich der Replikationsursprung und die
Terminusegion in der Nahe des @Rews?>°"'% Der konserviee GGskew gibt die
Haufigkeitvon Guanin zu Cytosin wieder und iistder Regehuf dem Leitstrangpositiv

und auf dem Folgestrangegativ.'** Diese Asymmetrie fiihrt zu zwéiechselpunkten, an
denen sich dieHaufigkeit abrupt &ndert. Die Wechselpunkte liegsich auf einem
zirkularen Chrmosom gegeniuberUm diesekritischen Regioen in der Genomsequenz

von H. neptuniumzu lolalisieren, wurden bioinformatische Analysen durchgefiBrazu
wurde der GGskew von C cresentusund H.neptunium YA G RS S/ a SNBSS
berechnet und grafisch dargesteliigbildung9). **°

C.crescentusveist einen sehr deutlichen Gskew mit zwei Wechselpunkten in der Nahe
von 1bp und von 1.Mb auf.H.neptuniumweist einen eher diskontinuierlichen &kew

auf, der auf dem Leitstrang auch grof3ere Regionen mit einer negativen Haufigkeit von
Guanin zu Cytosin besitzAljbildung9). In Ccrescentus wurde in der Nahe des ersten
Wechselpunkts (bp) der Replikationsursprung identifiziert uath zweien Wechsel die
Terminus Regiorf® 1%
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Abbildung9: Schematische Darstellung désGskews von C. crescentusind H.neptunium Die GGskews
WwdzNRSY YA @ |B®Y aefbidnsS RBie Haufigkeit von Guanin im Vergleich zu Cytostimuf
dem Leitstangpositiv (grin) und auf dem Folgestranggativ (orange). Der Replikationsursprung und der
Terminus befinden sich jeweils an einem der beiden Wechsel.

Um den Replikationsursprung voll.neptunium zu bestimmen, wurde der gut
charaktersierte Cori von C.crescentuszum Vergleich herangezogen. @.crescentus
befinden sich in direkter Naheum ersten GSkewWechsel (bp) Homologe derGene
dnaA, hemkE, gidA, gidB, pauid parB Dariliber hinaus befinden sich funf Bindestellen
fur DnaA (DaA-Boxen) und zwei fir ParBarSSquenzen in dieser Region. In vielen
anderen Bakterien befinden sich zusétzlich noch die GenedwalN, recRund gyrBam
Replikationsursprungdie sich aber im Fall voB.crescentusl63kb von Corientfernt
befinden @bbildung10). *?°

C. crescentus
~17kb

413bp
—i 5kb 163kb

J N e = e Y | T N N

parB  parA gidB gidA hemE dnaA dnaN recF  gyrB

H. neptunium
~570kb 1150bp

| ——
547kb 558kb
parB parA gidB gidA hemE gyrB recF dnaN dnaA rpsT

Abbildung10: Die Replikationsrspriinge vonC.crescentis und H.neptunium Der oriC von C.crescentus
(weiBe Ellipsejvurde von Marczynskiind Kollegerexperimentell ermittelt. °® ® Die DnaABoxen sind mit
blauen, digparSSequenzen mit grinen Strichen dargestellt.

Die Organisation der Ursprungsregionon H.neptuniumim Bereich desgidABarAB
Operons sowiglessen relatie Lage zhhemEist nahezu identisch mit der i@.crescentus.

Die Anordnung der anderen konservierten Gene und Bindestellen weicht jedoch stark von
der in C.crescentusab. Zum einen befinden sich alle restlichen konservierten Gene
einschlief3lich desinaAGens ~56Bb stromaufwarts des G€kews. Zum anderen zeigte

die Analyse der DnaBoxen, dasssich ein Cluster von sechs DrB#destellen
stromaufwarts vondnaA befindet. DasDnaABoxCluster hat eine Lange von 11580.

Zwei der Dnaoxen befinden sicmider intergenen Region stromaufwarts vdnaA
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die anderen vier DnaRoxen liegen in @h zwei nachstgelegenen Genene ntergene
Region zwischednaAund rpsTbesitzt einen deutlich niedrigeren G&ehalt (52%) als

das Gesamtgenon(~62%) und ist damitsignifikant Alreicher. Allerdings konntenn
diesem Bereichkeine ATreichen Sequenziederholungen ermittelt werden, wie sie
typischerweise zum Aufschmelzen des Replikationsursprungs durch DnaA gbendti
werden.*®**%2 |n der Nahe des G€kewWechsels konnten dagegen weder eine
Anhaufungvon DnaABoxen noch eine Afeiche Region detektiert werdemnsgesamt ist
daher davon auszugehedass die Replikation ik.neptunium 570kb vom G&kew
Wechsel entfernt in der Nahe vodnaA startet. Demnachist H.neptuniumdas erste
Bakterium, fur das iee deutliche zeitliche Entkopplung von Replikation und Segregation
nachgewiesen wird.

2.1.2 Definition der Terminusregion

Durch die bidirektionale Replikation des Bakterien Chromosoms liegen sich der
Replikationsursprung und die Terminusregion gegeniber. Badan vorangegangenen
Experimenten alles daraufhin deutet, dass der Replikationsursprung sich nicht am ersten
GGskewWechsel befindet, soll nun ermittelt werden ob sich der Terminus ebenfalls
verschoben hat.

Uber die Terminusmion diein der Regeam zweiten GGskewWechsellokalisiert, ist
wenig bekannt Die meisten untersuchten Bakterien besitzen in der Terminusregion die
28bp langen sogenanntedif-Stellen.’” Die Rekombinasen XerC und XerD erkennen die
dif-Stellen und koénnen dort Chromosomenegre voneinandertrennen, die bei
homologer Rekombination zwischen den Schwesterchromosoaudéineten konnen. Um

die dif-Stellen von H.neptunium zu ermitten wurde nach der dif-Sequenz f-W
AAGATCGACTTTGTAATTTATGTAARETdes nah verwandter©.crescentusauf dem
Chromosom vonH.neptunium gesucht. Bei dieserSucte wurden naximal drei
Fehlpaarungen erlaubDiedif-Stellen vorH. neptuniumwurden in der Nahe&les zweiten
GCskewWechselsidentifiziert (Abbildungl11, Tabellel6). Dies bedeutet, dassich die
Terminusregion  in  H.neptunium  wahrsdeinlich  nicht gegenuber des
Replikationsursprungs befindesondern in der Nahe des zweiten-&@&wWechselsEin
weiteres Indiz fiir diese Hypothese ist die Orientierung dép 8angena C dodelting

L2 £ I NJ & S| dzS KaprSsaqguenzéry intl koseevie Sequenzen, di@uf dem
Chromosom uberrepraseiart sind und ihre Ausrichtung weist sowohl auf dem Lai$
auch auf den Folgestrang in Richtung dedif-Locus’?"*?® Die in Bakterien
hochkonservierteDNATranslokasd-tsK bendétigt die KOP®quenzen fur die gerichtete
Translokation der DNA in Richtuni-Stellen inder Terminusregion”®’* C.crescentus
verfugt Uber965 Wederholungen des GGGCNG&GPSViotivs auf dem Leitstrangber

nur 251 dieser Wiederholungen adém Folgestrand® Des Weiteren ist ihre Haufigkeit
am Replilationsursprug am geringsterund steigt in Richtungder Terminusregion stark
an (Abbildung11). 1

Fur die Suche nach dem K@R&iv in H.neptunium wurde die C.crescentusKOPS
SequenZGGGCNGG@&rwendet. Diese Analyse ergab 1332 Sequenzwiederholungen auf
dem Leitstrang und 570 auf dem Folgestrang #oneptunium Die Mehrzahl der KOPS
Squenzenist, wie in C.crescentusin Richtung dedif-Locusorientiert. Wahrend in
C.cresentusallerdings eineAnhéaufung von KOPSequenzen in der Terminusregion
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beobachtet wird, sind diese Motive iil.neptunium gleichmafdig Uber das gesamte
Chromosom verteilt.

oriC

C. crescentus H. neptunium

. . f
Terminusregion Terminusregion

Abbildung11: Anordnung der KOPSequeizen (Ftskorienting polar sequences) und der Terminusregion
von C.crescentusund Hneptunium Die Terminusregion befindet sich in direkter Nahe der konservierten
dif-Stellen (rot) und wurde furC.crescentusvon Jensen und dflegen experimentell bestimmt?® Die
Mehrheit der KORPSequenzen verlaufen bidirektional in Richtung Terminusregio&.d¢rescentussteigt

die Zahl der KOPSequenzen in der Terminusregion stark awghingegen die KOP&equenzen von
H. neptuniumgleichmafig verteilt sind.

Die Anwesenheit debbeiden palindromischedif-Stellen (Tabelld@6)in direkter Nahe des
zweiten G&kewWechselsund die Orientierungron 1332 KORSequenzenn Richtung
desdif-Lacuslegen den Schluss nahdgss sich der Terminus in der Nahe des zweién
skewWechselsbefindet Abbildungl1l). Nachdem sowohl die Ursprungsregion als auch
die Terminusregion vorhergesagt wurden, kann mit der &lisierung der
Chromosomensegregation begonnen werd®ie erste zu beantwortendd-rageist, wo

die zentromerahnliche und die Ursprungsregiom der Zellelokalisiert sind und in
welchen Stadien des Zellzykkie segregiert werden.

2.1.3 Experimentelle Bestimmng desoriCin H. neptunium

Alle bioinformatischen Analysen (2.1.1) weisen darauf hin, dass sich der
Replikationsursprung ~5#h vom G&kewWechsel und denparABSOperon entfernt
befindet. Umdiese Vermutung zu bestatigen, wurden zwei Proteine desistepes mit
einem Fluoreszenzmarker versehen.Qrcrescentusvurden in friheren ArbeitenHolB

6 -Untereinheit der DNAolymerasd. L L = ¢-KaknfnerLRdekomplexes) undnaB
(DNAHelikase) mit einem grin fluoreszierenden Protein (GFP) fusioniert umer un
Kontrolle ihrer nativen Promotoren exprimierduf diese Weise konnte das Replisom als
distinkter Fokus detektiert werden, der sich bei Begin d&h&se bildete, im Verlauf der
Replikation in Richtung Zellmitte wanderte und sich dort auflostdeicen Fallertraten
keine phanotypischeVeranderungn auf. *?°

In H.neptuniumwar es allerdings nicht mdgliclidolB und DnaB, unter ihrem nativen
Promotor mit mCherry oder Venus zu fusionieren. Dies lasst vermuten, dass die
Fusionsproteine itd. neptuniumnicht funktionellsind. Aus diesem Grund wur¢ielBund
dnaB unter dem induzierbaren Promotor.£, Gterminal mit mCherry fusioniert. In
beiden Fallen konnte nach sechsstindiger Induktiatberdings nur ein diffuses



2.1Zeitlicher unddaumlicher Ablauf der Chromosomensegregation 25

zytoplasmatisches Signabber keine differenzierbaren Fokusse detektiert werden
(Abbildungl2).

Abbildung 12: Mikroskopische Analyse der Stamme AB9 und ARG62.(A) Hier sind die DIC und
Fluoreszenzaufnahmen des Stammes 58RP,375:Po37-HNEL1812nCherry und in (B) die von AR62
(Pr372:Pos7-HNE2164mCherry zu sehen Die Zellen wurden in MBledium angezogen und fir 16 mit
300uM ZnSQinduziert, auf ein 26 Agarosekissen Uberfuhrt und mikroskopi@®&alken 2 um.

Da die direkte Visualisierung des Replisomes nicht mogkah soll in Zukunftdas
EinzelstrangBindeproteinSSBmit dem Fluoreszenzmarker Venus versehen werden. Der
Vorteil von SSB ist, dasswahrend der Replikation in gro3er Zahl an deiviterdenden
Einzelstrange bindeaber nicht direkt an der Replikation beteiligit. Fernersind aus
friheren Studien ifE.colikeine negativerEffekte bekannt!*

Die ungewohnliche Anordnung si&keplikationsursprungs k. neptuniumwirft die Frage
auf, welche Region zuerst segregievird, die zentromerahnliche Region(parABS

Operors)oderder Replikationsursprung in der Nahe demAGens?

2.1.4 Visualisierung deChromosomensegregatiom H. neptunium

AusC.cresentusist bekannt, dass der Replikationsursprualg erstessegregiertwird. 2
In  C.crescentus bindet ParBc an die pargcSellen und bildet einen
NuKeoproteinkomplexaus der von Parédczum gegenuberliegenden Pol transportiert
wird (Abbildung8). *'® Um dasSegregationsverhalten von PagRin H.neptunium zu
analysieren,wurde ParBne Gterminal mit dem gelb fluoreszierenden Prote{iYFP)
markiert und unterkKontrolle desativen Promotos exprimiert (Abbildungl3).

In Schwéarmerzellen lokalisiertlas fuoreszenmarkierte ParByeals Fokus an einem der
Pole. Die Unterscheidung von Schwéarmerzellen und frigfesstielen Zellen ist unter dem
Lichtmikroskop schwierig. Als Schwarmerzelle wurde eine Zetle sichtbaren Stiel und
mit nur einem ParBweYFPFokus definiert. Nach kurzer Ze&kikbildungl3 A 90min und
B60min) wude eine zweites Fluoreszenzsignal sichtbar, das inneratb60min zum
gegenuberliegenden Pol wander(Abbildungl3 A 120min und B90 min). Wahrend der
Segregation deParBeFokusein der Mutterzelle beganam Polgegentber des ersten
ParAdINEFokusder Stiel zu wachsen.
























































































































































































































