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Abstract 

The generation of progeny is the ultimate goal of every living cell. To achieve this aim, 
proper replication and segregation of the DNA is essential. Our current knowledge about 
chromosome segregation in bacteria derives from a few well-studied model organisms 
which divide by symmetric or asymmetric binary fission. In order to expand our 
knowledge in this field we established a new model organism, Hyphomonas neptunium 
that reproduces by budding off new offspring from the tip of a reproductive stalk 
structure (Abbildung 1). Its close relationship to the established model system 
Caulobacter crescentus enabled us to develop a broad spectrum of methods. 
This study investigates the mechanism of chromosome segregation in H. neptunium. In 
vivo localization studies of the chromosomal origin region revealed that the centromere-
like region defined by the ParBHNE/parSHNE-complex is segregated in two discrete steps. 
One of the two centromere-like regions initially moves to the stalked pole of the mother 
cell. Once bud formation initiates, the centromere-like region then moves through the 
stalk and is tethered to the flagellated pole of the bud cell. 
To gather further information about chromosome segregation, two systems for the in 
vivo localization of chromosomal regions were established in H. neptunium: the FROS- 
and the parBSYp-System. An analysis of the dynamics of chromosome segregation 
revealed that the centromere-like region is segregated before the origin of replication, 
which resides at a distance of ~570 kb near the dnaA gen. So H. neptunium is 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 budding bacteria display major organizational differences. 
Before the ParBHNE/parSHNE-complex moves through the stalk, the stalk is DNA free. This 
observation suggests that H. neptunium possesses a second segregation mechanism since 
the generic ParA-based segregation system requires chromosomal DNA as interaction 
partner. 
To shed light on the mechanism of chromosome segregation, I characterized the ParA 
homologs of H. neptunium with fluorescent fusions and deletion mutants. The results of 
localization and mutational analyses indicate that besides the generic chromosomal 
partitioning protein ParA HNE3561 (ParAHNE) HNE0708 may also be involved in the 
segregation process. 
The deletion of HNE0708 caused a pleiotropic phenotype. The mutant cells exhibited DNA 
accumulations in the stalks and displayed small bubble-like structures at the stalk tips. 
Furthermore, mothercells showed an elevated number of origin regions, suggesting a 
defect in the regulation of replication initiation of origin segregation.  
HNE3561 (ParAHNE) colocalized with ParBHNE in the mother cell. However, it localized 
earlier to the stalk tip than ParBHNE and was never observed in the stalk. This observation 
supported our hypothesis that a second segregation mechanism drives the movement of 
the origin region through the stalk.  
Collectively, these results suggest a two-step chromosome segregation process with the 
centromere-like ParBHNE/parSHNE-complex acting as a central anchor point for the 
segregation machinery. 
 



Zusammenfassung 

Die Generierung lebensfähiger Nachkommen ist das Hauptziel jeder Zelle. Um dieses Ziel 
zu erreichen, ist die korrekte Replikation und Segregation des Erbguts unerlässlich. Unser 
Wissen über Chromosomen-Segregationsprozesse in Bakterien beziehen wir aus dem 
Studium weniger Modellorganismen, die sich über symmetrische oder asymmetrische 
binäre Teilung fortpflanzen. Um unser Wissen auf diesem Gebiet zu erweitern, fanden wir 
mit Hyphomonas neptunium, eine Spezies, die sich über Knospung fortpflanzt und ihren 
Stiel als reproduktive Struktur verwendet, einen geeigneten Kandidaten (Abbildung 1). 
Die nahe Verwandtschaft zu dem Modellorganismus Caulobacter crescentus ermöglichte 
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. Eine in vivo Lokalisationsstudie der Ursprungsregion ergab, dass die 
Segregation der zentromer-ähnlichen Region (ParBHNE/parSHNE-Komplex) in zwei 
separaten Schritten erfolgt. Zunächst segregiert eine der beiden zentromer-ähnlichen 
Regionen zum Stielpol der Mutterzelle und verweilt dort, bis die Knospe gebildet wurde. 
Anschließend segregiert sie durch den Stiel und lokalisiert am flagellierten Pol der Knospe. 
Zum besseren Verständnis der Chromosomensegregation wurden zwei in vivo-
Lokalisationssystem in H. neptunium etabliert: das FROS- und das parBSYp-System. Die 
Analyse zeigte, dass die zentromer-ähnliche Region (ParBHNE/parSHNE-Komplex) vor dem 
~570 kb entfernten Replikationsursprung in der Nähe des dnaA-Gens segregiert wird. 
Damit ist H. neptunium wahrscheinlich das erste untersuchte Bakterium, das die Initiation 
der Replikation von der Segregation trennt. Ein Vergleich mit nah verwandten Vertretern 
der dimorphen, gestielten Bakterien ergab, dass auch die drei anderen sequenzierten 
Spezies eine Umstrukturierung der Ursprungsregion aufwiesen, der aber kein 
gemeinsames Muster zu Grunde liegt. 
Bevor die zentromer-ähnliche Region durch den Stiel segregiert, ist er DNA-frei. Diese 
Beobachtung legt den Schluss nahe, dass H. neptunium über ein zweites 
Segregationssystem verfügt, da der ParA-basierende Segregationprozess DNA als 
Interaktionspartner benötigt. 
Um einen detaillierteren Einblick in den Segregationsprozess zu erhalten, wurden die 
ParA-Homologe von H. neptunium mittels Fluoreszenzfusionen und Deletionsmutanten 
charakterisiert. Diese Untersuchungen zeigten, dass die beiden ParA-Homologe HNE3561 
(ParAHNE) und HNE0708 wahrscheinlich am Segregationsprozess beteiligt sind. Die 
Ergebnisse der Lokalisations- und Deletionsstudien weisen darauf hin, dass nicht nur das 
chromosomale ParA HNE3561 (ParAHNE), sondern auch HNE0708 an der 
Chromosomensegregation beteiligt ist. 
Die Deletion von HNE0708 führte zu einem pleitropen Phänotyp. Die Zellen der Mutation 
wiesen DNA Akkumulationen um Stiel auf und bildeten keine bläschenähnliche Strukturen 
an der Stielspitze. Des Weiteren zeigten Mutterzellen eine erhöhte Anzahl an 
Ursprungsregionen, was auf einen Defekt bei der Regulation der Replikationsinitiation 
hindeutet. 
HNE3561 (ParAHNE) kolokalisierte in der Mutterzelle mit ParBHNE. Überraschenderweise 
lokalisierte es vor ParBHNE in Stielspitze, aber niemals im Stiel. Diese Beobachtung stützt 
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unsere Hypothese, dass ein zweiter Mechanismus für die Segregation der zentromer-
ähnlichen Region durch den Stiel verantwortlich ist. 
Zusammengefasst ergibt sich ein zweigeteilter Chromosomensegregationsprozess, bei 
dem die zentromer-ähnliche Region des ParBHNE/parSHNE-Komplexes als zentraler 
Ankerpunkt für die Segregationsmachinerie fungiert. 
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1 Einleitung 

Das wichtigste Ziel einer jeden Zelle ist die Reproduktion und die damit verknüpfte 
Weitergabe des Erbguts. Alle anderen Prozesse wie Anabolismus, Katabolismus, 
Transkription und Translation arbeiten auf dieses Ziel hin. 
Lange Zeit wurde angenommen, dass Bakterien keine innere Organisation besäßen und 
alle internen Prozesse den Gesetzen der Diffusion unterworfen wären. Erste Zweifel an 
dieser Theorie kamen auf, als man in der ersten Hälfe des vergangenen Jahrhunderts die 
Nukleoide von Bakterien mittels Färbung unter dem Lichtmikroskop sichtbar machte und 
erkannte, dass sie nicht die gesamte Zelle ausfüllten. Weitere Untersuchungen und die 
rasante Entwicklung der Mikroskopie, vor allem in den vergangenen 20 Jahren, 
enthüllten, dass die DNA von Bakterien hoch organisiert im Zytoplasma vorliegt und 
Bakterien über komplexe Mechanismen zur Weitergabe von DNA verfügen. 
Unser Wissen über die DNA-Segregationsmechanismen beziehen wir aus den Studien 
weniger Modellorganismen, wie Escherichia coli, Bacillus subtilis, Vibrio cholera und 
Caulobacter crescentus, die sich alle durch symmetrische oder asymmetrische binäre 
Teilung vermehren. Um unser Wissen über diese fundamentalen Prozesse zu erweitern, 
wurde in dieser Arbeit die Chromosomensegregation in dem sich durch Knospung 
fortpflanzenden Bakterium Hyphomonas neptunium untersucht. 

1.1 Hyphomonas neptunium als Modelorganismus 

 
Hyphomonas neptunium ist ein aerobes, bŜǎǘƛŜƭǘŜǎΣ ŘƛƳƻǊǇƘŜǎ ʰ-Proteobakterium, 
welches aus dem Hafenbecken von Barcelona isoliert wurde. 1 H. neptunium ist nicht in 
der Lage, Zucker als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Interessanterweise besitzt es aber alle 
für die Glykolyse und den Pentose-Phosphat-Weg nötigen Gene. Dies deutet darauf hin, 
dass H. neptunium unter bislang unbekannten Bedingungen zum Zuckerabbau fähig ist. 
 

 
 
Abbildung 1: Zeitrafferaufnahme einer den Zellzyklus durchlaufenden H. neptunium-Zelle. Der gelbe Pfeil 
zeigt die Teilungsebene, Zeit in Minuten. 

 
Unter Laborbedingungen haben sich Aminosäuren als optimale Kohlenstoffquelle 
erwiesen. 2, 3 Darüber hinaus kann H. neptunium folgende Zwischenprodukte des 
½ƛǘǊŀǘȊȅƪƭǳǎ ǾŜǊǎǘƻŦŦǿŜŎƘǎŜƭƴΥ tȅǊǳǾŀǘΣ ʰ-Ketoglutarat, Fumarat und Malat. 4  Weitere 
Studien weisen darauf hin, dass H. neptunium auch aromatische und halogenierte 
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Verbindungen abbauen kann. Dies würde H. neptunium einen Wachstumsvorteil sichern, 
da sein natürliches Habitat mit selbigen Verbindungen verunreinigt ist. 1 Im Unterschied 
zu vielen anderen marinen und Süßwasserbakterien verfügt H. neptunium nur über einen 
unvollständigen Chemotaxisapparat. Laborversuche bestätigen, dass H. neptunium nicht 
zur Chemotaxis befähigt ist. 2 Es wird vermutet, dass das Fehlen eines 
energieaufwendigen Chemotaxisapparates die motilen Schwärmerzellen befähigt, 
größere Distanzen zu überbrücken und so neue Habitate zu erschließen. 2 Basierend auf 
morphologischen Übereinstimmungen wurde H. neptunium anfänglich als 
Hyphomicrobium neptunium zu den Hyphomicrobiaceae gruppiert. 1 Zurzeit wird 
H. neptunium zu den Rhodobacterales gezählt, was durch Analysen der Physiologie und 
einer 16S rRNA Studie gestützt wird. 5, 6 Gegen diese Klassifizierung spricht allerdings die 
Tatsache, dass die meisten Rhodobacterales weder dimorph noch bestielt sind. 
Demzufolge hätten sich diese Merkmale unabhängig voneinander in einigen 
Rhodobacterales entwickeln müssen oder sie wären in einem gemeinsamen Vorfahren 
vorhanden gewesen und dann in den Rhodobacterales größtenteils verloren gegangen. 
Eine andere Studie diskutiert eine Neugruppierung von H. neptunium zu den 
Caulobacterales. 7 Dieser Vorschlag basiert auf der Untersuchung der 23S rRNA sowie 
mehrerer hochkonservierter Proteine, wie ribosomalen Proteinen, Hitzeschockprotein 70 
(HSP70) und Elongationsfaktors Tu (EF-Tu). 7 Vergleichende Genomanalysen deuten 
ebenfalls auf eine nahe Verwandtschaft von H. neptunium zu Caulobacter crescentus hin 
und unterstützen so den Vorschlag der Neugruppierung. 2 

1.1.1 Methodenspektrum für die genetische Manipulation von 
H. neptunium 

 
Für die genetische Manipulation von H. neptunium können wir auf ein vollständig 
sequenziertes und annotiertes Genom zurückgreifen. 7 Die Entwicklung weiterer 
genetischer und molekularbiologischer Werkzeuge für die zellbiologische Arbeit mit 
diesem Organismus erfolgt derzeit in unserem Labor. Zurzeit verfügen wir über ein 
Konjugationsprotokoll, mit dem Plasmide über einfach homologe Rekombination in das 
Chromosom von H. neptunium integriert werden können (Stefanie Wick, nicht publiziert). 
Als Antibiotika-Resistenzen stehen Rifampicin und Kanamycin zur Verfügung. Deletionen 
können mittels einer Gegenselektionsmethode auf der Basis des sacB-Gens erstellt 
werden. 8 Mit Hilfe einer Microarray-Analyse wurden zwei mit Kupfer oder Zink 
induzierbare Promotoren identifiziert. 9, 10, 11 Weiterhin wurde ein 
Synchronisationsprotokoll entwickelt, das die Anheftung von bestielten Zellen ausnutzt, 
um sie von den motilen Schwärmerzellen zu trennen. 10, 8 

1.1.2 H. neptunium und C. crescentus: ein Vergleich 
 
C. crescentus ist ein in oligotrophen, aquatischen Lebensräumen weit verbreitetes gram-
negatives, bestieltŜǎ ʰ-Proteobakterium. 12 C. crescentus zählt neben E. coli, B. subtilis 
und V. cholerae zu den am besten untersuchten Modellsystemen für die bakterielle 
Zellteilung. 
Sowohl H. neptunium als auch C. crescentus gehören zur nicht-phylogenetischen Gruppe 
der dimorphen, bestielten Bakterien (DPBs). 13 Die Mitglieder der DPBs teilen sich durch 
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asymmetrische Teilung (C. crescentus) oder Knospung (H. neptunium) und bilden so eine 
sessile Mutterzelle und eine motile Schwärmerzelle. Ein weiteres gemeinsames Merkmal 
der Stiel. 13 Der Stiel ist eine Ausstülpung des Zellkörpers, die in C. crescentus als 
Anheftungsorgan und zur Aufnahme von Phosphat dient. 14, 15 Das Periplasma des Stiels 
ist in C. crescentus vom Periplasma des Zellkörpers durch Diffusionsbarrieren getrennt. 
Die Diffusionsbarrieren gewähren C. crescentus einen Wachstumsvorteil, da sie die 
Ausdünnung von löslichen Proteinen im Periplasma verhindern. 16 Das Cytoplasma des 
Stiels ist im Gegensatz zum Periplasma nicht kompartimentiert und frei von DNA und 
Ribosomen. 15, 17, 18 
In H. neptunium ist der Stiel ein integraler Teil der Zelle. Das Periplasma ist durchgängig 
und der Stiel wird als reproduktive Struktur verwendet. 1 Dies bedeutet, dass sich 
während der Chromosomensegregation DNA und Ribosomen im Stiel befinden. 
 

 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Zellzyklen von H. neptunium (links) und C. crescentus (rechts). 
Die G1- (gelb), S- (blau) und G2-(grün) Phasen sind vergleichend gegenüber gestellt. 
 
H. neptunium und C. crescentus besitzen 1835 homologe Gene. Es wird angenommen, 
dass ein Drittel dieser Gene für den Lebenszyklus der DPBs und die Stielbiogenese 
benötigt werden. 13 Die Zellzyklen von H. neptunium und C. crescentus weisen ebenfalls 
viele Gemeinsamkeiten auf (Abbildung 2). Bei der Teilung entstehen zwei physiologisch 
und morphologisch unterschiedliche Tochterzellen, eine motile Schwärmerzelle und eine 
sessile Stielzelle. Bevor die Replikation beginnt, verliert die Schwärmerzelle ihr Flagellum. 
C. crescentus bildet anschließend am zuvor flagellierten Pol den Stiel aus und initiiert 
dann einmalig die Replikation. 19, 20, 21 Während die Replikation voranschreitet, wächst die 
Stielzelle in die Länge und bildet am nicht bestielten Pol eine Flagelle. Nach der Trennung 
der beiden Chromosomen teilt sich die Zelle asymmetrisch in eine Schwärmerzelle und 
eine Stielzelle. Die Stielzelle kann direkt einen neuen Zellzyklus beginnen, wohingegen 
sich die Schwärmerzelle erst in eine Stielzelle differenzieren muss. H. neptunium verliert 
wie C. crescentus seine Flagelle, bevor es die Replikation initiiert. Im Unterschied zu 
C. crescentus wird der Stiel allerdings am gegenüberliegenden Pol gebildet. Der Stiel 
wächst während der Replikation weiter, wobei eine Knospe an der Spitze gebildet wird. 
H. neptunium verwendet den Stiel als reproduktive Struktur, und transportiert eine Kopie 
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des Chromosoms durch den Stiel in die Knospe. Die Schwärmerzelle differenziert sich 
über mehrere Stunden hinweg in eine Stielzelle, wohingegen die Stielzelle sofort einen 
neuen Zellzyklus einleiten kann. 
Weitere Indizien, die darauf hindeuten, dass der Zellzyklus in beiden Organismen ähnlich 
reguliert wird, sind homologe Zellzyklusregulatoren. Darunter befindet sich beispielsweise 
auch CtrA, der in C. crescentus den Hauptzellzyklusregulator darstellt. 2 

1.2 Bakterielle Chromosomenarchitektur 

Die meisten untersuchten Bakterien verfügen über ein einzelnes zirkuläres Chromosom 
mit einer Länge von 4 Mb bis 8 Mb, wobei das durchschnittliche Chromosom etwa 1000-
mal länger ist als die Zelle selbst. C. crescentus zum Beispiel verpackt ein 1,3 mm langes 
(~4 Mb) Chromosom in einer 2 µm kleinen Zelle. 22 Bis zur Mitte des vorherigen 
Jahrhunderts ging man davon aus, dass die Chromosomen von Bakterien unstrukturiert in 
der Zelle vorliegen und zufällig an die Tochterzelle übertragen würden. Die Entwicklung 
neuer zellbiologischer und mikroskopischer Methoden in den vergangenen dreißig Jahren 
enthüllte ein völlig anderes Bild. Es zeigte sich, dass Bakterien die Replikation und die 
Segregation der DNA von einem einzelnen Lokus aus beginnen, dem Replikationsursprung 
(oriC). Die Replikation verläuft bidirektional entlang der beiden Chromosomen Arme 
(Replikore) und endet in der Terminusregion (ter). 23, 22 Des Weiteren konnte 
nachgewiesen werden, dass die Chromosomen von Bakterien eine bestimmte 
Orientierung in der Zelle ein, die auch an die Tochterzellen vererbt wird. 24 

1.2.1 Der Replikationsursprung 
 
Die Initiation der Replikation wird durch dynamische Proteinkomplexe gestartet, die in 
einer strikten Hierarchie zu oriC rekrutiert werden. In der oriC-Region befinden sich 
konservierte 9 bp lange Sequenzmotive, die sogenannten DnaA-Boxen. DnaA bindet an 
diese spezifischen DNA-Sequenzen, bildet einen Nukleoproteinkomplex und entwindet 
die DNA in einer AT-reichen Region. Die DNA-Helikase bindet an die beiden nun freien 
Einzelstränge und entwindet diese weiter, so dass die zwei Replisomkomplexe auf die 
DNA geladen werden können. 25, 26 Obwohl sich der Ablauf der Initiation in vielen 
Organismen ähnelt, gibt es gravierende Unterschiede im Aufbau der Ursprungsregion und 
bei der Regulation der Initiation. 
 

 
 
Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des Replikationsursprungs von E. coli. Die drei AT-reichen Bereiche L, 
aΣ w όƎŜƭōύ ōƛƭŘŜƴ Řŀǎ 5¦9 όα5b! ǳƴǿƛƴŘƛƴƎ ŜƭŜƳŜƴǘάύΦ 5ƛŜ ōŜƛŘŜƴ 5ƴŀ!-Boxen R1 und R4 (dunkelgrün) 
begrenzen die ADLAS-Region (ATP-DnaA low-ŀŦŬƴƛǘȅ ǎƛǘŜύΣ ƛƴ ŘŜǊ ǎƛŎƘ ǎƻǿƻƘƭ ŘƛŜ ǊŜǎǘƭƛŎƘŜƴ 5ƴŀ!-Boxen wie 
auch die zwei s-Stellen und die drei I-Stellen befinden (hellgrün). Die Bindestelle des IHF (braun) befindet 
sich ebenfalls in der ADLAS Region wohingegen die sich die Fis Bindestelle (blau) außerhalb befindet. 
(modifiziert nach Ozaki 2009 

25
). 
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In E. coli beträgt die minimale Größe für einen funktionstüchtigen Replikationsursprung 
245 bp. 27 Der oriC ōŜǎǘŜƘǘ ŀǳǎ ȊǿŜƛ ŦǳƴƪǘƛƻƴŜƭƭŜƴ .ŜǊŜƛŎƘŜƴΥ ŘŜƳ α5b! ǳƴǿƛƴŘƛƴƎ 
ŜƭŜƳŜƴǘά ό5¦9ύ ǳƴŘ ŘŜǊ α!¢t-DnaA low-ŀŦŬƴƛǘȅ siteά ό!5[!{ύ-Region (Abbildung 3). Beide 
Regionen sind für die Initiation essentiell. 27 DnaA bindet in der ADLAS-Region an mehrere 
DnaA-Boxen mit unterschiedlicher Affinität. Die ADLAS-Region wird von den DnaA-Boxen 
R1 und R4 begrenzt. Diese R-Boxen haben eine hohe Bindeaffinität sowohl für DnaA-ATP 
als auch DnaA-ADP. 28, 29, 30 Die DnaA-Boxen R2, R3, R5, die I-Stellen und die s-Stellen 
werden als ADLAS bezeichnet, da sie eine höhere Affinität zu DnaA-ATP besitzen (Ozaki 
2008. 30, 31, 32, 33 Die DnaA-Boxen R2, R3 und R5 sind 9 bp lang und besitzen das 
konservierte TTATNCACA Motiv. 34 Die I-Stellen sind 9 bp lange DNA-Sequenzen, die 3 bis 
4 Fehlpaarungen zur Konsensus-Sequenz aufweisen. 35 Die s-Stellen verfügen über die 
6 bp lange Konsensus-Sequenzen TGATCC, die von I2 und I3 geteilt werden. 31 Zwei 
weitere Proteine besitzen Bindestellen in der DnaA-Binderegion: das bakterielle Histon-
ähnliche Protein IHF (Integration host factor) und Fis. 36 Das IHF-Protein regt die Bindung 
von DnaA an die R2-Box und die I-Stellen in der ADLAS-Region an und unterstützt so die 
Initiation. 35, 37, 38, 39, 40 Fis konkurriert mit DnaA um die Bindung an die DnaA-Boxen R5 und 
I1-I3 in der ADLAS-Region. Eine hohe DnaA-ATP Konzentration negiert diesen Effekt 
jedoch. 37 Es wird angenommen, dass Fis bei der Regulation mehrfacher Initiationen in 
einem Zellzyklus schnell wachsender Bakterien beteilig ist. 41, 42 Die zweite funktionelle 
Region DUE besitzt drei 13 bp lange AT-reiche GATCTNTTNTTTT Sequenzen. 43 Hier wird 
die DNA entwunden und es entsteht der offene Initiationskomplex. DnaA-ATP bindet 
direkt an einzelsträngige DNA, wobei der obere T-reiche Strang bevorzugt wird. 30, 44 Nach 
dem Entwinden lädt DnaC mit Hilfe von DnaA die Helikase DnaB in der Einzelstrangregion 
auf die DNA. 45 Während die Helikase an der DNA entlang wandert, entwindet sie 
selbige. 40, 26 Die DNA Primase DnaG und das DNA-Polymerase III-Holoenzym lagern sich 
an die DNA an und bilden das Replisom. DnaG synthetisiert einen RNA Primer auf dem 
Folgestrang an den die Polymerase LLL ōƛƴŘŜǘ ǳƴŘ 5b! ƛƴ рΨ-оΨ wƛŎƘǘǳƴƎ 
synthetisiert. 34, 40, 46, 26). 
 

 

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Replikationsursprungs von B. subtilis. Die Ursprungsregion von 
B. subtilis ist durch das dnaA-Gen zweigeteilt. Stromaufwärts befinden sich eine AT-reiche Region (gelb), 
drei DnaA-Boxen mit dem Konsensus-Motiv (dunkelgrün) und fünf DnaA-Boxen mit jeweils einer 
Fehlpaarung (hellgrün). Stromabwärts befinden sich zwei DnaA-Boxen mit je einer Fehlpaarung (hellgrün) 
und eine perfekte DnaA-box (dunkelgrün) sowie das AT-reiche DUE (gelb) (modifiziert nach Briggs 2012 

47
). 

 
Bei B. subtilis befindet sich der Replikationsursprung, wie bei den meisten soweit 
untersuchten Bakterien, in direkter Nähe des dnaA-Gens. 48, 49 Die elf DnaA-Boxen 
befinden sich in zwei intergenen Bereichen stromauf- und stromabwärts von dnaA 
(Abbildung 4). Vier der DnaA-.ƻȄŜƴ ƛƴ ŘŜǊ ¦ǊǎǇǊǳƴƎǎǊŜƎƛƻƴ ōŜǎƛǘȊŜƴ Řŀǎ όрΩ¢¢!¢//!/!оΨύ 
Konsensus-Motiv, wobei drei vor und eine hinter dem dnaA-Gen liegen. Die anderen 
sieben Boxen haben jeweils eine Abweichung von der Konsensus-Sequenz. Fünf DnaA-
Boxen befinden sich stromaufwärts vom dnaA Gen und zwei stromabwärts. 50, 51 Beide 
DnaA-Box Cluster sind für die Initiation essentiell, wobei das stromaufwärts gelegene 
auch für die Autoregulation des dnaA-Gens benötigt wird. Hier wirkt DnaA als 
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Transkriptionsfaktor und bindet an den eigenen Promotor. 52 Bei der Initiation bildet die 
Ursprungsregion eine Schleife, und es wird angenommen, dass diese Schleife an den 
beiden DnaA-Box-Clustern zusammengehalten wird. 47 Die genaue Funktionsweise dieses 
αƎŜǘŜƛƭǘŜƴ ¦ǊǎǇǊǳƴƎǎά ƛǎǘ ǳƴōŜƪŀƴƴǘΦ B. subtilis besitzt sechs weitere DnaA-Box-Cluster, 
die aber weder in der Nähe des oriC liegen, noch für die Initiation essentiell sind. 53, 54 Des 
Weiteren befinden sich zwischen rpmH und dnaA drei AT-reiche, 16 bp lange Sequenzen 
ǳƴŘ Ŝƛƴ α5b! ǳƴǿƛƴŘƛƴƎ ŜƭŜƳŜƴǘά ό5¦9ύ ƛƴ ŘŜǊ ƛƴǘŜǊƎŜƴŜƴ wŜƎƛƻƴ ȊǿƛǎŎƘŜƴ dnaA und 
dnaN. 55 DnaA bindet an die DnaA-Box-Cluster und bildet einen Nukleoproteinkomplex. 
Nun werden DnaD und DnaB zu oriC rekrutiert. DnaD und DnaB sind nur in den Firmicutes 
konserviert (DnaB aus B. subtilis besitzt keine Ähnlichkeit mit Helikase DnaB aus E. coli). 
Die genaue Funktion der beiden Proteine ist noch nicht bekannt. Es wird vermutet, dass 
DnaD die Bildung des offenen Replikationskomplexes unterstützt oder stabilisiert, da es 
direkt mit DnaA interagiert. 55 DnaB ist in der Lage, DNA zu biegen und ist wahrscheinlich 
an der Bildung der oriC-Schleife beteiligt. 56 Nachdem der offene Komplex gebildet wurde, 
wird der DnaI-DnaC Komplex angelagert (Helikase Ladeprotein DnaI und Helikase DnaC). 
Zuletzt wird DnaG zum oriC rekrutiert und synthetisiert dort den ersten RNA-Primer auf 
dem Folgestrang. 
 
In C. crescentus befindet sich der Replikationsursprung (C. crescentus origin, Cori) in der 
Nähe des hemE-Gens (Abbildung 5). 57 Die Regulation von hemE wird durch einen starken 
und einen schwachen Promotor kontrolliert. Wird der stärkere Promotor ausgeschaltet, 
kann die Replikation nicht initiiert werden. 58 Der Replikationsursprung ist etwa 1000 bp 
lang. 59, 60 In C. crescentus befinden sich sieben 9 bp lange DnaA-Boxen in der 
Ursprungsregion. Sie werden in G-Boxen und W-Boxen unterteilt. 61 Die beiden G-Boxen 
besitzen eine moderate Affinität für DnaA und begrenzen die äußersten Bereiche des 
DnaA-box Clusters. Die Initiation ist nur möglich, wenn eine der beiden Boxen vorhanden 
ist. 

 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Replikationsursprungs von C. crescentus. Dargestellt sind die AT-
reichen Sequenzen (gelb), CtrA-Bindestellen (rot, a-e), eine IHF-Bindestelle (blau), DnaA-Boxen mit hoher 
Affinität zu DnaA (dunkelgrün) und DnaA-Boxen mit schwacher Affinität (grün) (modifiziert aus Collier 2012 
62

). 
 
Die fünf W-Boxen haben eine geringe Affinität zu DnaA, sind aber für die Initiation 
essentiell. 61 Eine AT-reiche Region befindet sich stromaufwärts des DnaA-box-Clusters. 
An dieser Stelle wird die DNA aufgewunden. Des Weiteren befindet sich ein Bindemotiv 
des IHF-Proteins in der Ursprungsregion. IHF ist in der Lage DNA zu biegen. In E. coli 
unterstützt es die Bildung des Initiationskomplexes, indem es DnaA zu spezifischen DnaA-
Boxen rekrutiert. 59, 63 Die Bindestelle von IHF überlappt mit einer wichtigen Bindestelle 
von CtrA, einem der Hauptregulatoren des Zellzyklus, welcher die Initiation inhibiert. Des 
Weiteren befinden sich fünf CtrA-Bindestellen mit der Konsensus-Sequenz 
TTAA(N7)TTAA 64 in der Ursprungsregion. CtrA ist ein essentieller Antwort-Regulator, der 
durch die Bindung an seine Erkennungssequenzen die Initiation am Cori verhindert. 65 
Dies lässt vermuten, dass CtrA und das IHF Protein um diese Bindestelle konkurrieren und 
sich gegenseitig verdrängen.  
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1.2.2 Der Terminus 
 
Die meisten Bakterien besitzen ein einzelnes zirkuläres Chromosom, welches bidirektional 
repliziert wird. 59, 66 Die Terminusregion ist, im Gegensatz zum Replikationsursprung, 
weniger untersucht. Der Terminus befindet sich in den meisten Bakterien in direkter Nähe 
des αGC-skewsά. 67 Der αGC-ǎƪŜǿά ist ein Wechsel in der Häufigkeit von Cytosin zu Guanin 
auf dem Leitstrang, der wie folgt berechnet wird: (Cytosin - Guanin) /  (Cytosin + Guanin). 
Diese Formel gibt die relative Häufigkeit von Cytosin gegenüber Guanin an. Wendet man 
diese Formel auf ein vollständiges Chromosom an, erhält man in der Regel zwei Punkte, 
bei denen sich der GC-skew abrupt ändert. In den meisten untersuchten Bakterien 
befindet sich der Replikationsursprung in der Nähe solchen Wechsels und der Terminus in 
direkter Nähe zum zweiten Wechsel. 
Die Terminusregionen von E. coli, B subtilis und C. crescentus besitzen mehrere DNA-
Motive, die für die korrekte Segregation und Termination der DNA benötigt werden.  
Die Chromosomen von B. subtilis und E. coli verfügen über so genannte Replikationsfallen 
(Abbildung 6). Diese Replikationsfallen bestehen aus 23 bp langen polaren DNA 
Sequenzen (Ter-Stellen), die von der Replikationsgabel nur in Richtung Terminus passiert 
werden können, sowie den Terminationsproteinen RTP in B. subtilis und Tus in E. coli, die 
spezifisch an die Ter-Stellen binden. 68 Die Terminationsproteine besitzen außer ihrer 
Funktion keine Sequenz- oder Strukturähnlichkeit und sind nur in nah verwandten Spezies 
konserviert. Daher wird vermutet, dass diese Systeme unabhängig voneinander 
entstanden sind. Da Veränderungen an den Replikationsfallen zu keinen ernsten 
Phänotypen führen, wird angenommen, dass dieses System lediglich die Effizienz der 
Replikation, in schnell wachsenden Zellen mit mehreren Initiationen pro Zellzyklus, 
steigert. 

 

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung der Replikationsfallen von E. coli, B. subtilis sowie der 
Terminusregion und KOPS-Sequenzen von C. crescentus. (E. coli und B. subtilis modifiziert nach Duggin 2008 
68

) 

 
Interessanterweise sind die Komponenten der Replikationsfallen RTP und Tus nicht 
essentiell und ihre Deletion führt zu keinen sichtbaren Phänotypen. 69, 70 Auch haben 
Sequenzveränderungen im Terminusbereich kaum Einfluss auf das Zellwachstum. 71, 72 
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Ein weiteres Merkmal der Terminusregion sind die 28 bp langen konservierten XerC und 
XerD Bindestellen, die sogenannten dif-Stellen. Die Rekombinasen XerC und XerD binden 
spezifisch an die dif-Stellen und sind in der Lage, Chromosomendimere, die in 5 ς 10 % 
aller Zellen durch homologe Rekombination zwischen den Schwesterchromosomen 
enstehen, zu trennen. 
C. crescentus besitzt keine Homologe zu den Terminationsfallen von E. coli oder 
B. subtilis. Die dif-Stellen befinden sich in der Nähe des GC-skew-Wechsels und es konnte 
gezeigt werden, dass sowohl das Entfernen der dif- Stellen als auch die Deletion von 
XerCD zu einer erhöhten Zahl von Chromosomendimeren führt.  
Ferner weist die Ausrichtung der 8 bp langen αCǘǎY-ƻǊƛŜƴǘƛƴƎ ǇƻƭŀǊ ǎŜǉǳŜƴŎŜǎά όYht{ύ auf 
die Terminusregion in direkter Nähe der dif-Stellen hin (Abbildung 6). Die in Bakterien 
hoch konservierte DNA-Translokase FtsK wird an den KOPS-Sequenzen auf die DNA 
geladen. Da FtsK an der Zellteilungsebene immobilisiert ist und die KOPS-Sequenzen in 
Richtung Terminus orientiert sind wird das Chromosom von der Zellteilungsebene 
weggepumpt. 73, 74 

1.3 DNA Segregationssysteme in Bakterien 

1.3.1 Plasmid-Segregationssysteme 
 

Plasmide sind zirkuläre extra-chromosomale DNA-Elemente, die für ihren Wirt nicht 
essentiell sind, aber unter bestimmten Umweltbedingungen einen Wachstumsvorteil 
bieten. Um ihre Weitergabe auch in schnell wachsenden Zellen zu garantieren, haben sich 
unterschiedliche Strategien entwickelt. 75, 76, 77 Die erste und einfachste Strategie ist eine 
hohe Kopienzahl, welche die Wahrscheinlichkeit einer zufälligen Übertragung maximiert. 
Sogenannten αhigh-copy numberά-Plasmide besitzen zwischen zwanzig und mehreren 
hundert Plasmidkopien pro Zelle. Durch die Konkatenierung von mehreren Kopien sinkt 
jedoch die Anzahl der Segregationseinheiten. 78, 79 Zu dieser Gruppe gehören auch die 
Klonierungsvektoren pUC und pBR332. Die zweite und aufwendigere Variante ist die 
9ƴǘǿƛŎƪƭǳƴƎ ŜƛƴŜǎ ŜƛƎŜƴŜƴ {ŜƎǊŜƎŀǘƛƻƴǎǎȅǎǘŜƳǎΦ 5ƛŜǎŜǊ !ƴǎŀǘȊ ǿƛǊŘ Ǿƻƴ ŘŜƴ αƭƻǿ-copy 
numberά-Plasmiden verfolgt, die mit weniger als zehn Kopien pro Zelle vorliegen. 
Der prinzipielle Aufbau der Plasmid-Segregationssysteme ist sehr ähnlich (Abbildung 7). 
Sie bestehen aus drei Komponenten, deren Gene in einem Operon oragnisiert sind, 
nämlich (i) einer zentromer-ähnlichen Sequenz (parS oder parC), (ii) einem DNA-
Bindeprotein (ParB oder ParR), das an die Zentromer-Sequenz bindet und (iii)einer 
ATPase, die mit dem DNA-Bindeprotein interagiert und die Kraft für die Segregation 
bereitstellt oder die Direktionalität des Segregationsprozesses vorgibt (Abbildung 
7). 80, 81, 82, 83 
Zurzeit werden drei Hauptgruppen von Plasmid-Segregationssystemen anhand ihrer 
ATPasen unterschieden. 84, 85 Die Typ I Systeme verfügen über Walker P-loop ATPasen 
und werden auf Grund von Anwesenheit oder Abwesenheit eines N-terminalen HTH-
Motives (Helix-turn-Helix) in Typ Ia und Typ Ib unterteilt. 80, 81 Das Typ II Plasmid-
Segregationssystem verwendet für die Segregation Aktin-ähnliche Zytoskelettelemente 
und das Typ III System, Tubulin-ähnliche GTPasen (Abbildung 7). 86, 76 
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau der unterschiedlichen Par-Systeme. (A) Allgemeine Organisation eines 
par-Lokus. (B) Die ATPasen von Typ Ia-Systemen besitzen ein zusätzliches HTH-Motiv, weshalb sie auch als 
lange ParA-Proteine bezeichnet werden (Plasmide P1 und F). (C) Da den ATPasen des Typ Ib das HTH-Motiv 
fehlt werden sie auch kurze ParA-Proteine genannt. Zu ihnen gehören die ATPasen, der Plasmide pB171, 
TP228 sowie aller chromosomalen parABS-Systeme. (D) Aufbau eines Typ II par-Lokus (z.B. Plasmid R1) und 
(E) eines Typ III par-Lokus (pBtoxis und pXO1) Die Abbildung wurde modifiziert nach Salje 2010 

80
und 

Gerdes 2010 
81

. 

 

1.3.2 Typ I Segregationssysteme 
 
Die beiden größten Herausforderungen für ein Segregationssystem sind (i) die 
Feststellung von spezifischen Positionen innerhalb einer Zelle und (ii) anschließend die 
korrekte Segregation des Plasmids zu diesen Positionen.  
Die beiden am besten untersuchten Plasmide des Typ I Systems sind P1 und F aus 
E. coli. 80, 81 In beiden Fällen bindet das ParB-ähnliche Protein (SopB bei F) an die 
Zentromer-Region parC (sopC bei F) und bildet einen Nukleoprotein-Komplex. ParA-ATP 
bindet unspezifisch an DNA und ist über das gesamte Nukleoid verteilt. Interagiert ein 
ParB/parS-Komplex mit DNA-gebundenem ParA-ATP, stimuliert ParB die ATPase-Aktivität 
von ParA, wodurch dieses als ParA-!5t Ǿƻƴ ŘŜǊ 5b! ŘƛǎǎƻȊƛƛŜǊǘΦ 5ǳǊŎƘ .ǊƻǿƴΨǎŎƘŜ 
Molekularbewegung kommt der ParB/parS-Komplex mit dem nächsten ParA-ATP in 
Kontakt und der Vorgang wiederholt sich. Die Plasmidkopien wandern so von der 
Zellmitte ausgehend, den ParA-ATP Molekülen in Richtung der Zellpole hinterher. 82, 87, 83 
Da die ParA-ADP Moleküle einige Zeit benötigen um wieder die ATP Form zu wechseln 
findet eine gerichtet Bewegung statt. Diese Hypothese wird auch von der besonderen 
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Anfälligkeit der Typ I Systemen für Konzentrationsänderungen der einzelnen 
Komponenten gestützt. 88, 89, 90 
Dieses Model der Segregation wird auŎƘ ŀƭǎ αŘƛŦŦǳǎƛƻƴ-ǊŀǘŎƘŜǘά-Modell bezeichnet und im 
DŜƎŜƴǎŀǘȊ ȊǳƳ αǇǳƭƭƛƴƎά-Modell setzt es kein ParA-Filament voraus. 81, 90 
 

1.3.3 Typ II Segregationssysteme 
 
Das parMRC-Operon des Plasmids R 1 aus E. coli war eines der ersten DNA-
Segregationssysteme, das in Bakterien identifiziert wurde. 91 Die Aktin-ähnlichen ATPasen 
der Typ II-Segregationssysteme segregieren Plasmide, indem sie Filamente ausbilden, 
deren dynamische Instabilität der von eukaryotischen Mikrotubuli gleicht. ParM bildet 
eine Aktin-ähnliche doppel-helikale Struktur, die aus zwei Protofilamenten besteht. Die 
ParM-Protofilamente sind im Gegensatz zu Aktin links drehend. 92, 93 ParM ist nur in seiner 
ATP-gebunden Form in der Lage stabile Sturkturen auszubilden. Die Untereinheiten eines 
ParM-Filaments können spontan hydrolisieren, solange jedoch an den Enden des 
Filaments neue ParM-ATP Moleküle angelagert werden bleibt das Filament stabil. 94, 95 Ist 
die Hydrolyse der Untereinheiten schneller als die Anlagerung neuer ParM-ATP 
Untereinheiten kommt es ähnlich wie bei Mikrotubuli zur vollständigen Depolymerisation 
des Filaments. Bei Typ II-Segregationssystemen interagiert der ParR/parC-Komplex des R1 
Plasmids an beiden Enden mit dem ParM-Protofilamenten. 96, 94 Das ParM-Filament ist in 
der Lage das Plasmid innerhalb weniger Sekunden an die Pole der Zelle zu schieben. 
Anschließend depolymerisiert das ParM-Filament vollständig und die, an den Polen 
lokalisierten Plasmide können wieder frei diffundieren. Der Segregationsvorgang von 
Typ II Plasmiden ist, wie der von Typ 1 Plasmiden nicht an den Zellzyklus gekoppelt, da die 
Plasmide mehrere Segregationsrunden durchlaufen können. 96 

1.3.4 Chromosomale Segregationssysteme 
 
Chromosomale parABS-Systeme sind in allen untersuchten bakteriellen Chromosomen 
konserviert, mit Ausnahme der Familien Enterobacteriaceae (z.B. E. coli), Pasteurellaceae 
(z.B. Haemophilus influenzae) und Mycoplasmataceae (z.B Mycoplasma sp.). In der 
Mehrzahl der sequenzierten Chromosomen befinden sich die parAB-Homologe in direkter 
Nähe des Replikationsursprungs. 97 E. coli verwendet für die Segregation der 
Ursprungsregion die 25 bp langen migS-Sequenzen, die sich in der Ursprungsregion 
befinden. 98, 99 Warum die migS-Sequenzen für die Segregation der Ursprungsregion 
essentiell sind und wie andere Bakterien, die weder über migS noch ParAB-Homologe 
verfügen, ihre Chromosomen segregieren, muss in weiteren Studien geklärt werden. 
Obwohl die Homologe von ParAB hoch konserviert sind, können viele Bakterien ihre 
Chromosomen auch in ihrer Abwesenheit normal segregieren. 100, 101, 102, 103, 104 Demnach 
ist es wahrscheinlich, dass mehrere redundante Segregationssysteme für den Transport 
der DNA in Bakterien zuständig sind. 
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1.3.5 Chromosomensegregation in B. subtilis 
 
Das erste und bis jetzt vielseitigste chromosomale parABS-System wurde in B. subtilis 
identifiziert. Die beiden Hauptkomponenten Spo0J (ParB) und Soj (ParA) sind in B. subtilis 
anders, als in anderen Bakterien, nicht ausschließlich an der Chromosomensegregation, 
sondern auch an der Sporulation und der Initiation der Replikation beteiligt.  
Die Deletion von Soj und Spo0J führt zu einem schwachen Segregationsdefekt, der sich in 
1 ς 2 % DNA-freien Zellen auswirkt (etwa 100-mal mehr als im Wildtyp). 100 Während der 
Sporulation repremiert Spo0J die Bindung von Soj an die DNA früher 
sporulationsspezifischer Gene (spoII), wodurch die Sporenbildung ermöglicht 
wird. 105, 106, 107, 108 Des Weiteren führt sowohl die Deletion von Spo0J als auch die von Soj 
zu einer erhöhten Initiationsrate. In seiner monomeren Form inhibiert Soj die 
Oligomerisierung des Initationsproteins DnaA und verhindert so die Initiation. 109, 110 Das 
Soj Dimer hingegen unterstützt die Bildung einer DnaA-Helix-Struktur, die für die 
Initiation essentiell ist. 110 Spo0J ist in der Lage die ATPase-Aktivität von Soj zu aktivieren 
und es so in seine monomere Form zu überführen. Der Vorgang, der Soj in seine Dimere-
Form überführt, ist allerdings noch unbekannt und es wird angenommen, dass es den 
Großteil der Zeit in seiner monomeren-Form vorliegt, da es kontinuierlich von Spo0J 
inhibiert wird. 
Ferner bindet Spo0J an acht parS-Sequenzen in der Ursprungsregion und sorgt durch die 
Rekrutierung von αǎǘǊǳŎǘǳǊŀƭ ƳŀƛƴǘŜƴŀƴŎŜ ƻŦ ŎƘǊƻƳƻǎƻƳŜǎά-Komplexen (SMC) an den 
oriC für die Kondensation der DNA und die korrekte Segregation. Die Deletion von Spo0J 
führt in vegetativen Zellen zu einer 100-fach erhöhten Anzahl an DNA-freien Zellen. 
Entfernt man Spo0J und Soj in einem Stamm, dem auch SMC fehlen, wird die Anzahl der 
DNA-freien und der geschnittenen Zellen drastisch erhöht. 111, 112). In B. subtilis ist die 
Hauptaufgabe des chromosomalen parABS-Systems weniger die Segregation des oriC, 
sondern die Regulation der Initiation und das Rekrutieren von SMC-Komplexen an die 
DNA. 

1.3.6 Das essentielle parABS-System von C. crescentus 
 
Anders als in den meisten Bakterien ist das parABS-System in C. crescentus essentiell, da 
der Replikationsursprung über ParB direkt mit dem FtsZ-Inhibitor MipZ 
interagiert. 113, 114, 115 Die Korrekte Positionierung des Cori durch das parABS-System ist 
folglich essentiell. Die Modifikation einzelner Komponenten führt zu schwerwiegenden 
Chromosomen-Segregationsdefekten. 113, 116 
Der Replikationsursprung von C. crescentus wird von einem parABS-System segregiert, 
welches den Typ I Plasmid-Segregationssystemen ähnelt und das sich in der Nähe des 
Segregationsursprungs befindet. Die Walker A ATPase ParA bildet in ihrer ATP-Form 
Dimere, die unspezifisch mit DNA interagieren und sich über das Chromosom 
ausbreiten. 117, 118 Diese ParA-Stuktur durchspannt vom neuen Pol ausgehend fast die 
gesamte Zelle (Abbildung 8). Wie bei den Typ I Plasmid-Segregationssystemen bindet 
ParB spezifisch an die zentromer-ähnlichen parS Sequenzen und bildet einen 
Nukleoprotein-Komplex. Durch die Synthese neuer DNA wird einer der beiden ParB/parS-
Komplex vom alten Pol weggeschoben und interagiert mit der ParA-Struktur. 118 ParB 
besitzt eine starke Affinität für ParA und stimuliert die ATPase-Aktivität von ParA. 117 
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Abbildung 8: Chromosomensegregation in C. crescentus. (A) Die Segregation des Replikationsursprungs 
(grüner Punkt) und der Terminusregion (roter Punkt) während des dimorphen Lebenszyklus von 
C. crescentus. (B) Segregation des ParB/parS-Komplexes durch ParA zum gegenüberliegenden Pol (grüner 
Punkt ParB/parS-Komplexe, gelber Punkt ParA-ATP, violetter Punkt ParA-ADP, blauer Punkt PopZ, violetter 
Strich TipN) (modifiziert nach Schofield 2010). 

 
Die ParA-Dimere zerfallen nach der Hydrolyse von ATP in zwei Monomere, die nicht mehr 
in der Lage sind mit DNA zu interagieren. 117 Durch diesen Vorgang wird die ParA-Struktur 
verkürzt und dǳǊŎƘ .ǊƻǿƴΩǎŎƘŜ aƻƭŜƪǳƭŀǊōŜǿŜƎǳƴƎ ŜǊǊŜƛŎƘǘ ŘŜǊ tŀǊ.κparS-Komplex 
erneut die ParA-Struktur, woraufhin sich die ATP-Hydrolyse wiederholt. 118 Die 
Verkürzung der ParA-Struktur transportiert den ParB/parS-Komplex zum neuen Pol, wo er 
von PopZ verankert wird. 117, 94 Um die Polymerisation einer zweiten ParA-Struktur am 
alten Pol zu verhindern werden, die ParA-ADP Moleküle am neuen Pol von TipN 
gebunden. 118 
 

1.4 Ziel dieser Arbeit 

Unser bisheriges Wissen über die Chromosomensegregation in Bakterien beruht auf der 
Analyse weniger Modellorganismen, die sich entweder durch symmetrische oder 
asymmetrische binäre Teilung vermehren. Wir haben H. neptunium als neuen 
Modellorganismus ausgewählt, da es sich durch Knospung vermehrt und seinen Stiel als 
reproduktive Struktur nutzt. Die bis jetzt bekannten Segregationsmechanismen sind auf 
H. neptunium nur teilweise anwendbar, da sein Stiel vor der Segreagtion DNA-frei ist. Mit 
hoher Wahrscheinlichkeit verfügt H. neptunium über einen zweiten 
Segregationsmechnismus, der das Chromosom durch den Stiel transportiert.  
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Die Identifikation des Segregationssystems von H. neptunium und die Visualisierung der 
Chromosomensegregation in vivo waren die Ziele dieser Arbeit. Zu diesem Zweck wurde 
zwei in vivo-Lokalisationssystem in H. neptunium etabliert um die Segregation 
unterschiedlicher Chromosomen-Loci, in vivo zu verfolgen. 
Des Weiteren sollen die wahrscheinlich am Segregationsprozess beteiligten ParA-
Homologe von H. neptunium durch Loklisations- und Deletionsstudien näher untersucht 
werden. 
 
 



2 Ergebnisse 

2.1 Zeitlicher und räumlicher Ablauf der 
Chromosomensegregation 

Die bis jetzt untersuchten parABS-Systeme sind an der Segreagtion der Ursprungsregion 
beteiligt. 117, 102, 101, 100 In der Ursprungsregion befinden sich die zentromer-ähnlichen 
parS-Sequenzen, an die ParB bindet. Nach dem Replikationsstart bewegen sich einer oder 
beide ParB/parS-Komplexe mit Hilfe von ParA über den Nucleoid zu bestimmten 
Positionen (Quelle). In allen bis jetzt untersuchten Bakterien sind die zentromer-ähnlichen 
parS-Sequenzen in der Nähe des Replikationsursprungs die erste Region des Chromosoms 
und die Terminusregion die Letzte, die segregiert werden. 24, 119, 120 H. neptunium verfügt 
über Homologe eines chromosomalen parABS-Systems, allerdings ist dieses System nicht 
geeignet die Segregation der DNA durch den Stiel zu vermitteln, da der Stiel vor Beginn 
der Segregation DNA-frei ist. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass H. neptunium über 
einen zweiten Segregationsmechnismus verfügt. 
Um mehr über den zeitlichen und räumlichen Ablauf der Chromosomensegregation zu 
erfahren wurden die parS-Sequenzen von H. neptunium ermittelt und die Dynamik der 
ParB/parS-Komplexe während des Zellzyklus analysiert um einen ersten Einblick in den 
Ablauf der Segregation zu erhalten. Des Weiteren sollten der Replikationsursprung und 
die Terminusregion mittels des αCƭǳƻǊescent repressor operator systeƳǎά όCwh{ύ 
analysiert werden. 121 Um festzustellen, ob die Segregation ähnlich geordnet verfäuft wie 
im nah verwandten C. crescentus. 24 

2.1.1 Definition des Replikationsursprungs 
 
Über die Position des Replikationsurspung und der Terminusregion ist in H. neptunium 
nichts bekannt. Daher müssen diese für die Chromosomendynamik wichtigen Punkte erst 
ermittelt werden. In fast allen Bakterien befinden sich der Replikationsursprung und die 
Terminusregion in der Nähe des GC-skews. 122, 67, 123 Der konservierte GC-skew gibt die 
Häufigkeit von Guanin zu Cytosin wieder und ist in der Regel auf dem Leitstrang positiv 
und auf dem Folgestrang negativ. 124 Diese Asymmetrie führt zu zwei Wechselpunkten, an 
denen sich die Häufigkeit abrupt ändert. Die Wechselpunkte liegen sich auf einem 
zirkulären Chromosom gegenüber. Um diese kritischen Regionen in der Genomsequenz 
von H. neptunium zu lokalisieren, wurden bioinformatische Analysen durchgeführt. Dazu 
wurde der GC-skew von C. cresentus und H. neptunium Ƴƛǘ ŘŜƳ αD/-ǎƪŜǿ ǎŜǊǾŜǊά 
berechnet und grafisch dargestellt (Abbildung 9). 125 
C. crescentus weist einen sehr deutlichen GC-skew mit zwei Wechselpunkten in der Nähe 
von 1 bp und von 1.9 Mb auf. H. neptunium weist einen eher diskontinuierlichen GC-skew 
auf, der auf dem Leitstrang auch größere Regionen mit einer negativen Häufigkeit von 
Guanin zu Cytosin besitzt (Abbildung 9). In C. crescentus wurde in der Nähe des ersten 
Wechselpunkts (1 bp) der Replikationsursprung identifiziert und am zweiten Wechsel die 
Terminus Region. 60, 123 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des GC-skews von C. crescentus und H. neptunium. Die GC-skews 
wǳǊŘŜƴ Ƴƛǘ ŘŜƳ αD/-ǎƪŜǿ ǎŜǊǾŜǊά ermittelt. 

125
 Die Häufigkeit von Guanin im Vergleich zu Cytosin ist auf 

dem Leitstrang positiv (grün) und auf dem Folgestrang negativ (orange). Der Replikationsursprung und der 
Terminus befinden sich jeweils an einem der beiden Wechsel. 

 
Um den Replikationsursprung von H. neptunium zu bestimmen, wurde der gut 
charakterisierte Cori von C. crescentus zum Vergleich herangezogen. In C. crescentus 
befinden sich in direkter Nähe zum ersten GC-skew-Wechsel (1 bp) Homologe der Gene 
dnaA, hemE, gidA, gidB, parA und parB. Darüber hinaus befinden sich fünf Bindestellen 
für DnaA (DnaA-Boxen) und zwei für ParB (parS-Sequenzen) in dieser Region. In vielen 
anderen Bakterien befinden sich zusätzlich noch die Gene von dnaN, recF und gyrB am 
Replikationsursprung, die sich aber im Fall von C. crescentus 163 kb von Cori entfernt 
befinden (Abbildung 10). 126 
 

 
 
Abbildung 10: Die Replikationsursprünge von C. crescentus und H. neptunium. Der oriC von C. crescentus 
(weiße Ellipse) wurde von Marczynski und Kollegen experimentell ermittelt. 

58, 60
 Die DnaA-Boxen sind mit 

blauen, die parS-Sequenzen mit grünen Strichen dargestellt. 

 
Die Organisation der Ursprungsregion von H. neptunium im Bereich des gidABparAB-
Operons sowie dessen relative Lage zu hemE ist nahezu identisch mit der in C. crescentus. 
Die Anordnung der anderen konservierten Gene und Bindestellen weicht jedoch stark von 
der in C. crescentus ab. Zum einen befinden sich alle restlichen konservierten Gene 
einschließlich des dnaA-Gens ~560 kb stromaufwärts des GC-skews. Zum anderen zeigte 
die Analyse der DnaA-Boxen, dass sich ein Cluster von sechs DnaA-Bindestellen 
stromaufwärts von dnaA befindet. Das DnaA-Box-Cluster hat eine Länge von 1150 bp. 
Zwei der DnaA-Boxen befinden sich in der intergenen Region stromaufwärts von dnaA, 
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die anderen vier DnaA-Boxen liegen in den zwei nächstgelegenen Genen. Die intergene 
Region zwischen dnaA und rpsT besitzt einen deutlich niedrigeren GC-Gehalt (~52 %) als 
das Gesamtgenom (~62 %) und ist damit signifikant AT-reicher. Allerdings konnten in 
diesem Bereich keine AT-reichen Sequenzwiederholungen ermittelt werden, wie sie 
typischerweise zum Aufschmelzen des Replikationsursprungs durch DnaA benötigt 
werden. 30, 44, 62 In der Nähe des GC-skew-Wechsels konnten dagegen weder eine 
Anhäufung von DnaA-Boxen noch eine AT-reiche Region detektiert werden. Insgesamt ist 
daher davon auszugehen dass die Replikation in H. neptunium 570 kb vom GC-skew-
Wechsel entfernt in der Nähe von dnaA startet. Demnach ist H. neptunium das erste 
Bakterium, für das eine 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 gegenüber. Da aus den vorangegangenen 
Experimenten alles daraufhin deutet, dass der Replikationsursprung sich nicht am ersten 
GC-skew-Wechsel befindet, soll nun ermittelt werden ob sich der Terminus ebenfalls 
verschoben hat. 
Über die Terminusregion, die in der Regel am zweiten GC-skew-Wechsel lokalisiert, ist 
wenig bekannt. Die meisten untersuchten Bakterien besitzen in der Terminusregion die 
28 bp langen sogenannten dif-Stellen. 67 Die Rekombinasen XerC und XerD erkennen die 
dif-Stellen und können dort Chromosomendimere voneinander trennen, die bei 
homologer Rekombination zwischen den Schwesterchromosomen auftreten können. Um 
die dif-Stellen von H. neptunium zu ermitten wurde nach der dif-Sequenz (рΨ-
AAGATCGACTTTGTAATTTATGTAAAGT-оΨΣ 123) des nah verwandten C. crescentus auf dem 
Chromosom von H. neptunium gesucht. Bei dieser Suche wurden maximal drei 
Fehlpaarungen erlaubt. Die dif-Stellen von H. neptunium wurden in der Nähe des zweiten 
GC-skew-Wechsels identifiziert (Abbildung 11, Tabelle 16). Dies bedeutet, dass sich die 
Terminusregion in H. neptunium wahrscheinlich nicht gegenüber des 
Replikationsursprungs befindet, sondern in der Nähe des zweiten GC-skew-Wechsels. Ein 
weiteres Indiz für diese Hypothese ist die Orientierung der 8 bp langen αCǘǎY-orienting 
ǇƻƭŀǊ ǎŜǉǳŜƴŎŜǎά όYht{ύ. KOPS-Sequenzen sind konservierte Sequenzen, die auf dem 
Chromosom überrepräsentiert sind und ihre Ausrichtung weist sowohl auf dem Leit- als 
auch auf dem Folgestrang in Richtung des dif-Locus. 127, 128 Die in Bakterien 
hochkonservierte DNA-Translokase FtsK benötigt die KOPS-Sequenzen für die gerichtete 
Translokation der DNA in Richtung dif-Stellen in der Terminusregion. 73, 74 C. crescentus 
verfügt über 965 Wiederholungen des GGGCNGGG-KOPS-Motivs auf dem Leitstrang, aber 
nur 251 dieser Wiederholungen auf dem Folgestrang. 123 Des Weiteren ist ihre Häufigkeit 
am Replikationsursprung am geringsten und steigt in Richtung der Terminusregion stark 
an (Abbildung 11). 123 
Für die Suche nach dem KOPS-Motiv in H. neptunium wurde die C. crescentus KOPS-
Sequenz GGGCNGGG verwendet. Diese Analyse ergab 1332 Sequenzwiederholungen auf 
dem Leitstrang und 570 auf dem Folgestrang von H. neptunium. Die Mehrzahl der KOPS-
Sequenzen ist, wie in C. crescentus, in Richtung des dif-Locus orientiert. Während in 
C. cresentus allerdings eine Anhäufung von KOPS-Sequenzen in der Terminusregion 
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beobachtet wird, sind diese Motive in H. neptunium gleichmäßig über das gesamte 
Chromosom verteilt. 
 

 
 
Abbildung 11: Anordnung der KOPS-Sequenzen (FtsK-orienting polar sequences) und der Terminusregion 
von C. crescentus und H neptunium. Die Terminusregion befindet sich in direkter Nähe der konservierten 
dif-Stellen (rot) und wurde für C. crescentus von Jensen und Kollegen experimentell bestimmt. 

123
 Die 

Mehrheit der KOPS-Sequenzen verlaufen bidirektional in Richtung Terminusregion. In C. crescentus steigt 
die Zahl der KOPS-Sequenzen in der Terminusregion stark an, wohingegen die KOPS-Sequenzen von 
H. neptunium gleichmäßig verteilt sind. 

 
Die Anwesenheit der beiden palindromischen dif-Stellen (Tabelle 16) in direkter Nähe des 
zweiten GC-skew-Wechsels und die Orientierung von 1332 KOPS-Sequenzen in Richtung 
des dif-Locus legen den Schluss nahe, dass sich der Terminus in der Nähe des zweiten GC-
skew-Wechsels befindet (Abbildung 11). Nachdem sowohl die Ursprungsregion als auch 
die Terminusregion vorhergesagt wurden, kann mit der Visualisierung der 
Chromosomensegregation begonnen werden. Die erste zu beantwortende Frage ist, wo 
die zentromer-ähnliche und die Ursprungsregion in der Zelle lokalisiert sind und in 
welchen Stadien des Zellzyklus sie segregiert werden. 

2.1.3 Experimentelle Bestimmung des oriC in H. neptunium 
 
Alle bioinformatischen Analysen (2.1.1) weisen darauf hin, dass sich der 
Replikationsursprung ~570 kb vom GC-skew-Wechsel und dem parABS-Operon entfernt 
befindet. Um diese Vermutung zu bestätigen, wurden zwei Proteine des Replisomes mit 
einem Fluoreszenzmarker versehen. In C. crescentus wurden in früheren Arbeiten HolB 
ό-ɻUntereinheit der DNA-Polymerase LLLΣ ¢Ŝƛƭ ŘŜǎ ʲ-Klammer-Ladekomplexes) und DnaB 
(DNA-Helikase) mit einem grün fluoreszierenden Protein (GFP) fusioniert und unter 
Kontrolle ihrer nativen Promotoren exprimiert. Auf diese Weise konnte das Replisom als 
distinkter Fokus detektiert werden, der sich bei Begin der S-Phase bildete, im Verlauf der 
Replikation in Richtung Zellmitte wanderte und sich dort auflöste. In beiden Fällen traten 
keine phänotypischen Veränderungen auf. 129 
In H. neptunium war es allerdings nicht möglich, HolB und DnaB, unter ihrem nativen 
Promotor mit mCherry oder Venus zu fusionieren. Dies lässt vermuten, dass die 
Fusionsproteine in H. neptunium nicht funktionell sind. Aus diesem Grund wurde holB und 
dnaB unter dem induzierbaren Promotor P2372 C-terminal mit mCherry fusioniert. In 
beiden Fällen konnte nach sechsstündiger Induktion allerdings nur ein diffuses 
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zytoplasmatisches Signal, aber keine differenzierbaren Fokusse detektiert werden 
(Abbildung 12). 
 

 
 
Abbildung 12: Mikroskopische Analyse der Stämme AR 59 und AR62. (A) Hier sind die DIC und 
Fluoreszenzaufnahmen des Stammes AR 59 (P2372::P2372-HNE1812-mCherry) und in (B) die von AR 62 
(P2372::P2372-HNE2164-mCherry) zu sehen. Die Zellen wurden in MB-Medium angezogen und für 6 h mit 
300 µM ZnSO4 induziert, auf ein 1 % Agarosekissen überführt und mikroskopiert. Balken: 2 µm. 

 
Da die direkte Visualisierung des Replisomes nicht möglich war, soll in Zukunft das 
Einzelstrang-Bindeprotein SSB mit dem Fluoreszenzmarker Venus versehen werden. Der 
Vorteil von SSB ist, dass es während der Replikation in großer Zahl an die freiwerdenden 
Einzelstränge bindet aber nicht direkt an der Replikation beteiligt ist. Ferner sind aus 
früheren Studien in E. coli keine negativen Effekte bekannt. 130 
Die ungewöhnliche Anordnung des Replikationsursprungs in H. neptunium wirft die Frage 
auf, welche Region zuerst segregiert wird, die zentromer-ähnliche Region (parABS-
Operons) oder der Replikationsursprung in der Nähe des dnaA-Gens? 

2.1.4 Visualisierung der Chromosomensegregation in H. neptunium 
 
Aus C. crescentus ist bekannt, dass der Replikationsursprung als erstes segregiert wird. 24 
In C. crescentus bindet ParBCC an die parSCC-Stellen und bildet einen 
Nukleoproteinkomplex aus, der von ParACC zum gegenüberliegenden Pol transportiert 
wird (Abbildung 8). 116 Um das Segregationsverhalten von ParBHNE in H. neptunium zu 
analysieren, wurde ParBHNE C-terminal mit dem gelb fluoreszierenden Protein (YFP) 
markiert und unter Kontrolle des nativen Promotors exprimiert (Abbildung 13). 
In Schwärmerzellen lokalisierte das fluoreszenzmarkierte ParBHNE als Fokus an einem der 
Pole. Die Unterscheidung von Schwärmerzellen und frühen gestielten Zellen ist unter dem 
Lichtmikroskop schwierig. Als Schwärmerzelle wurde eine Zelle ohne sichtbaren Stiel und 
mit nur einem ParBHNE-YFP-Fokus definiert. Nach kurzer Zeit (Abbildung 13 A 90 min und 
B 60 min) wurde eine zweites Fluoreszenzsignal sichtbar, das innerhalb von 60 min zum 
gegenüberliegenden Pol wanderte (Abbildung 13 A 120 min und B 90 min). Während der 
Segregation der ParBHNE-Fokusse in der Mutterzelle begann am Pol gegenüber des ersten 
ParAHNE-Fokus der Stiel zu wachsen. 
 
















































































































































