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1 Zusammenfassung	

Sauerstoffsensoren	 sind	 für	 fakultativ	 anaerobe	 Bakterien	 essentiell,	 um	 den	 Stoffwechsel	 an	 die	

gegebenen	Bedingungen	anzupassen.	FNR	aus	E.	coli	und	B.	subtilis,	NreB	aus	S.	aureus	sowie	WhiB3	

aus	M.	tuberculosis	besitzen	je	ein	[4Fe-4S]-Cluster	mit	dem	sie	O2	direkt	wahrnehmen	können.	Die	O2-

Sensoren	 sind	 nicht	 verwandt,	 koordinieren	 ihr	 Cluster	 über	 unterschiedliche	 Cluster-Bindemotive,	

zeigen	jedoch	eine	ähnliche	Clusterdegradation	in	Anwesenheit	von	O2.		

Mit	Hilfe	von	bioinformatischen	Studien	wurde	die	phylogenetische	Verteilung	der	O2-Sensoren	sowie	

die	Frage,	ob	die	Sensoren	einen	gemeinsamen	Vorfahren	besitzen,	untersucht.		

FNREc	 und	 Homologe	 sind	 dominant	 in	 den	 Proteobakterien,	 wohingegen	 FNRBs	 hauptsächlich	

innerhalb	 der	 Bacilli,	 spezifischer	 in	 der	 Gattung	 Bacillus,	 identifiziert	 werden	 konnte.	 NreBSa	 und	

homologe	 Proteine	 existieren	 vor	 allem	 in	 den	 Bacilli	 innerhalb	 der	 Gattung	 Staphylococcus.	 Die	

Existenz	von	WhiB3Mt	und	Homologen	ist	ausschließlich	auf	die	Actinobakterien	begrenzt.	Zusätzlich	

wurden	vor	allem	für	FNREc	und	NreBSa	Varianten	mit	reduzierter	Anzahl	an	Cluster-koordinierenden	

Cysteinresten	 außerhalb	 ihrer	 dominanten	 Bakterienklassen	 identifiziert,	 was	 auf	 lateralen	

Gentransfer	 mit	 anschließendem	 Cysteinverlust	 hindeuten	 kann.	 Diese	 Varianten	 verwenden	 im	

Vergleich	zu	den	Referenzsensoren	möglicherweise	andere	Regulationsmechanismen.	Während	3Cys-

Varianten	 einen	 alternativen	 Liganden	 zur	 Cluster-Koordination	 verwenden	 könnten,	 ist	 für	 2Cys-

Varianten	ein	Disulfid-Switch	und	für	1Cys-Varianten	ein	thiolbasierter	Redox-Switch	vorstellbar.		

CRP	aus	E.	coli,	ein	globaler	cAMP-abhängiger	Transkriptionsfaktor,	weist	große	Ähnlichkeiten	mit	FNR	

auf,	weshalb	CRP	als	Vorfahre	von	FNR	postuliert	wird.	CRPEc	ist	weit	verbreitet	in	vielen	verschiedenen	

Bakterienphyla.	Eine	direkte	Korrelation	in	der	Verbreitung	von	CRP	und	FNR	konnte	mit	den	Studien	

nicht	bestätigt	werden.		

Studien	 mit	 Custeranalogen	 sowie	 die	 durchgeführten	 Analysen	 deuten	 auf	 eine	 unabhängige	

Entwicklung	der	[4Fe-4S]-haltigen		O2-Sensoren	hin,	die	durch	die	chemischen	Eigenschaften	sowie	die	

Reaktivität	 der	 [Fe-S]-Cluster	 getrieben	 wurde.	 Die	 Proteinstruktur	 bestimmt	 dabei	 allerdings	 die	

Sensitivität	der	O2-Sensoren	sowie	die	Art	der	Reizweiterleitung.		

Zusätzlich	wurden	die	 funktionell	wichtigen	 Interaktionsstellen	des	Nitratsensors	NreA	mit	dem	O2-

Sensor	NreB	aus	S.	carnosus	untersucht.	Dazu	wurde	NreA	gerichtet	mutiert	und	verschiedene	in	vivo	

und	 in	 vitro	 Interaktionsstudien	 durchgeführt.	 Basierend	 auf	 in	 vivo	 BACTH-Studien	 wurde	 ein	

Interaktionsmodell	erstellt,	welches	Cluster	I	(„Nitratbindetasche“)	als	NreA-Dimerisierungsstelle	und	

Cluster	 II	 auf	 der	 gegenüberliegenden	 Proteinoberfläche	 („N-Terminus“)	 als	 Interaktionsstelle	

zwischen	 NreA	 und	 NreB	 postuliert.	 Mit	 weiteren,	 unabhängigen	 Methoden	 konnte	 das	 Modell	

allerdings	 nicht	 bestätigt	 werden.	 Ein	 Hauptproblem	 ist	 dabei	 das	 Fehlen	 von	 geeigneten	 in	 vivo	

Testsystemen	für	S.	carnosus.	
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Abstract	

Oxygen	 sensors	 are	 essential	 for	 facultative	 anaerobic	 bacteria	 to	 adapt	 their	 metabolism	 to	 the	

present	conditions.	FNR	from	E.	coli	and	B.	subtilis,	NreB	 from	S.	aureus	as	well	as	WhiB3	 from	M.	

tuberculosis	use	a	O2-sensitive	[4Fe-4S]-Cluster	for	direct	O2-sensing.	These	sensors	are	not	related,	

use	different	cluster-binding	motifs	but	show	a	similar	reaction	of	the	clusters	in	response	to	O2.		

For	 investigation	of	the	phylogenetic	distribution	as	well	as	the	origin	of	the	sensors,	bioinformatic	

studies	containing	for	e.g.	the	identification	of	homologous	proteins,	were	used.	

FNREc	and	homologs	are	predominant	in	Proteobacteria	whereas	FNRBs	is	mostly	identified	in	the	Bacilli	

in	the	genus	Bacillus.	NreBSa	and	homologous	proteins	are	also	distributed	in	the	Bacilli,	but	mainly	in	

the	 Staphylococcus	 group.	 The	 occurrence	 of	 WhiB3Mt	 and	 homologs	 is	 restricted	 to	 the	

Actinobacteria.	 Especially	 for	 FNREc	 and	NreBSa	 variants	with	 less	 than	 four	 conserved	Cys	 residues	

were	 identified	 outside	 their	 dominant	 classes	 suggesting	 lateral	 gene	 transfer	 with	 subsequent	

cysteine	loss.	Those	variants	use	probably	different	regulation	mechanisms.	3Cys-variants	could	use	

an	alternative	ligand	for	cluster	coordination	whereas	2Cys-variants	and	1Cys-variants	could	regulate	

their	activity	by	using	a	disulfide	or	thiol-based	redox	switch,	respectively.		

CRP	 from	E.	 coli	 is	 a	global	 cAMP-dependent	 transcriptional	activator	which	 is	 very	 similar	 to	FNR.	

Therefore	it	was	postulated	that	FNR	derived	from	CRP.	CRPEc	is	widely	distributed	in	many	bacterial	

phyla.	In	the	present	study	no	evidence	for	CRP	being	the	ancestor	of	FNR	could	be	found.	

Studies	with	cluster	analogs	as	well	as	the	present	study	suggest	an	independent	development	of	the	

[4Fe-4S]-containing	 direct	 O2-sensors	 which	 was	 driven	 by	 the	 chemical	 properties	 as	 well	 as	 the	

reactivity	of	the	[Fe-S]-clusters.	The	protein	structure	of	the	O2-sensors	determines	the	sensitivity	of	

the	sensors	and	the	way	the	stimulus	is	transferred.		

Additionally,	the	functional	important	interaction	sites	of	the	nitrate	sensor	NreA	with	the	O2-sensor	

NreB	from	S.	carnosus	were	studied.	NreA	was	mutated	site	directed	in	the	potential	interaction	sites	

and	 several	 in	 vivo	 as	well	 as	 in	 vitro	 interaction	 studies	were	performed.	Based	on	 in	 vivo	 BACTH	

measurements	a	potential	interaction	model	was	created.	According	to	this,	Cluster	I	(“nitrate	binding	

pocket”)	is	responsible	for	the	NreA	dimerization	whereas	Cluster	II	(“N-Terminus”)	on	the	opposite	

NreA	surface	is	necessary	for	the	interaction	between	NreA	and	NreB.	The	model	was	not	confirmed	

with	other	 independent	methods	due	to	the	problem	of	missing	suitable	 in	vivo	 test	systems	for	S.	

carnosus.	
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2 Einleitung	

2.1 Molekularer	Sauerstoff	O2	und	seine	Bedeutung	

Für	 die	 Entstehung	 der	 heutigen	 Lebensformen	 war	 die	 Akkumulation	 von	 atmosphärischem	

Sauerstoff	auf	der	Erde	Grundvorrausetzung.	Erste	fossile	Hinweise	von	tierischem	Leben	gibt	es	aus	

dem	Proterozoikum,	einem	Äon	der	erdgeschichtlichen	Entwicklung	im	Präkambrium,	welches	von	vor	

etwa	2,5	bis	vor	ca.	0,541	Milliarden	Jahren	reicht	(Gradstein,	2012).	

Die	 Evolution	 des	 Photosystem	 II	 vor	 2,75	 Milliarden	 Jahren	 ermöglichte	 durch	 die	 oxygene	

Photosynthese	 von	 Cyanobakterien	 und	 Pflanzen	 die	 Akkumulation	 von	 Sauerstoff	 auf	 der	 Erde	

(Canfield	et	al.,	2000;	Imlay,	2006).	Das	Cloud-Walker-Kasting-Holland	(C-W-K-H)	Modell	geht	von	der	

Zunahme	des	atmosphärischen	Sauerstoffgehaltes	im	Great	Oxidation	Event	zwischen	2,25	und	2,05	

Milliarden	 Jahren	 vor	 unserer	 Zeit	 aus.	 Verschiedene	 Untersuchungen	 bestätigen	 die	 Sauerstoff-

Akkumulation	 im	 Proterozoikum.	 Allerdings	wurde	 erst	 im	 späten	Neoproterozoikum	 (vor	 ca.	 0,54	

Milliarden	 Jahren)	 die	 heutige	 Sauerstoffkonzentration	 von	 21	%	 erreicht	 (Canfield	&	 Teske,	 1996;	

Holland,	1999;	Canfield	et	al.,	2000).	

Die	Zunahme	des	Sauerstoffgehaltes	in	der	Atmosphäre	führte	zu	vielen	evolutionären	Neuerungen	

wie	 beispielsweise	 der	 Entstehung	 der	 aeroben	 Atmung	 zur	 Energiegewinnung.	 Molekularer	

Sauerstoff	konnte	als	terminaler	Endakzeptor	und	als	universeller	Elektronenakzeptor	genutzt	werden.	

Das	Vorhandensein	von	Sauerstoff	führte	ebenso	zur	Oxidation	von	Metallen,	welche	eine	Limitierung	

von	 unter	 anderem	 Eisen	 als	 Nährstoff	 verursachte.	 Mikroorganismen	 entwickelten	 im	 Laufe	 der	

Evolution	 eine	 Reihe	 von	 Mechanismen	 und	 Lösungen,	 um	 sich	 an	 die	 veränderten	

Sauerstoffbedingungen	anzupassen	(Imlay,	2002,	2006).	

Mikroorganismen	 werden	 je	 nach	 ihrer	 Verwendung	 bzw.	 ihrer	 Toleranz	 gegenüber	 Sauerstoff	 in	

verschiedene	Gruppen	eingeteilt.	Obligat	 aerobe	Mikroorganismen	 sind	 auf	 Sauerstoff	 angewiesen	

und	können	nur	in	einer	sauerstoffreichen	Umgebung	überleben.	Für	obligat	anaerobe	Bakterien	ist	

Sauerstoff	toxisch.	Leben	ist	demnach	nur	in	sauerstofffreiem	Medium	möglich.	Fakultativ	anaerobe	

Bakterien	 können	 sowohl	 in	 An-	 als	 auch	 in	 Abwesenheit	 von	 Sauerstoff	 existieren.	 Mikroaerobe	

Bakterien	sind	in	der	Lage	Sauerstoff	in	niedriger	Konzentration	zu	tolerieren	und	damit	zu	wachsen	

(Fuchs	et	al.,	2014).	

Molekularer	Sauerstoff	O2	ist	der	wichtigste	Elektronenakzeptor	in	aeroben	und	fakultativ	anaeroben	

Bakterien	und	reguliert	demnach	den	Energiestoffwechsel.	Während	der	aeroben	Atmung	dient	O2	als	

Elektronenakzeptor	 in	 der	 Atmungskette,	 um	 Energie	 in	 Form	 von	 Adenosintriphosphat	 (ATP)	 zu	

konservieren.	Fakultativ	anaerobe	Bakterien,	wie	Escherichia	coli	(E.	coli),	sind	in	der	Lage	neben	O2	

auch	noch	andere	Substrate	als	Endakzeptoren	innerhalb	der	anaeroben	Atmung	zu	nutzen.	Die	ATP-
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Ausbeute	 während	 der	 Atmung	 ist	 abhängig	 vom	 jeweiligen	 Redoxpotential	 der	 genutzten	

Elektronenakzeptoren.	Molekularer	Sauerstoff	weist	ein	Redoxpotential	(Em’)	von	0,82	V	auf	und	ist	

damit	deutlich	positiver	als	das	Redoxpotential	alternativer	Akzeptoren	wie	beispielsweise	Nitrat	(Em’	

0,42	 V).	 Ein	 höheres	 Redoxpotential	 führt	 zu	 einer	 höheren	 Energieausbeute,	 sodass	 Sauerstoff	

hierarchisch	 anaerobe	 Stoffwechselwege	 wie	 die	 Nitratatmung	 und	 die	 Fermentation	 reprimiert	

(Unden	&	Bongaerts,	1997).	

Eine	plötzlich	stark	erhöhte	O2	Konzentration	 führt	zu	oxidativem	Stress.	Die	Funktion	der	aeroben	

Atmung	 kann	 zur	 Entstehung	 radikaler	 Sauerstoffspezies	 (ROS)	 wie	 dem	 Superoxidanion	 (O2
-),	

Wasserstoffperoxid	 (H2O2)	 oder	 dem	 Hydroxylradikal	 (HO×)	 führen.	 Diese	 sind	 toxisch	 für	

Mikroorganismen,	da	sie	zu	massivem,	zellulärem	Schaden	führen	können	(Imlay,	2002,	2003,	2013).	

Bakterien	haben	diverse	Schutzmechanismen	entwickelt,	um	die	reaktiven	Spezies	zu	neutralisieren.	

Hierzu	 zählt	 beispielsweise	 die	 Superoxiddismutase,	 die	 gemeinsam	 mit	 der	 Katalase	 das	

Superoxidanion	zurück	in	harmlosen	Sauerstoff	umwandelt	(Kargalioglu	&	Imlay,	1994;	Imlay,	2008a).	

2.2 Wahrnehmung	von	Sauerstoff	und	ROS	

Um	 sich	 an	 ändernde	 Umweltbedingungen	 optimal	 zu	 adaptieren,	 benötigen	 vor	 allem	 fakultativ	

anaerobe	Mikroorganismen	Sensoren,	mit	deren	Hilfe	sie	äußere	Reize,	wie	den	Sauerstoffgehalt	oder	

das	 Vorhandensein	 von	 radikalen	 Spezies,	 wahrnehmen	 können.	 Es	 gibt	 verschiedene	 Arten	 von	

Sauerstoffsensoren,	 die	 sich	 in	 zwei	 Gruppen	 einteilen	 lassen.	 Es	 wird	 zwischen	 direkten	 und	

indirekten	 Sauerstoffsensoren	 unterschieden.	 Direkte	 Sauerstoffsensoren	 besitzen	 einen	 redox-

aktiven	Co-Faktor	wie	Häm	oder	Eisen-Schwefel-Cluster,	mit	dem	der	Sauerstoff	direkt	reagieren	kann.	

Indirekte	Sauerstoffsensoren	hingegen	sprechen	auf	die	metabolische	Situation	an	und	sind	oftmals	

an	 Komponenten	 der	 Atmungskette	 gekoppelt.	 Das	 Zusammenspiel	 von	 direkten	 und	 indirekten	

Sensoren	führt	zu	einem	komplexen,	regulatorischen	Netzwerk,	welches	die	optimalste	Anpassung	an	

die	gegebenen	Umweltbedingungen	gewährleistet	(Green	&	Paget,	2004;	Unden	et	al.,	2013).	

2.2.1 Indirekte	O2-Sensoren	

Indirekte	Sauerstoffsensoren	sind	nicht	in	der	Lage	direkt	mit	Sauerstoff	beispielweise	durch	Bindung	

zu	interagieren.	Vielmehr	nehmen	sie	den	metabolischen	Zustand	der	Zelle	wie	z.B.	den	Redoxzustand	

der	Quinone	oder	von	cytoplasmatischen	Faktoren	wie	NADH	wahr.		

Der	Repressor	Rex	aus	Streptomyces	coelicolor	 (Sm.	coelicolor)	 ist	ein	 indirekter	NADH-gekoppelter	

Sauerstoffsensor,	der	die	Gene	für	den	Redoxstoffwechsel	in	Abhängigkeit	vom	NADH/NAD+	Verhältnis	

reguliert.	Das	Verhältnis	von	NADH	zu	NAD+	ist	abhängig	vom	Elektronenfluss	durch	die	Atmungskette.	

Unter	Aerobiose	wird	NADH	zu	NAD+	reoxidiert	und	das	Verhältnis	NADH/NAD+	nimmt	ab.	NAD+	wird	

von	Rex	gebunden	und	der	Repressor	 liegt	 in	aktiver	Form	vor.	Diese	Form	bindet	an	die	DNA	und	
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reprimiert	 die	 Expression	 der	 Zielgene.	 Unter	 mikroaeroben	 und	 anaeroben	 Bedingungen	 liegt	

hauptsächlich	die	reduzierte	Form	von	NADH	vor.	NADH	wird	ebenfalls	von	Rex	gebunden,	allerdings	

führt	 die	 Bindung	 zu	 einer	 strukturellen	 Veränderung,	 welches	 die	 DNA-Bindung	 und	 somit	 die	

Repressorfunktion	verhindert	(Brekasis	&	Paget,	2003;	Green	&	Paget,	2004;	Unden	et	al.,	2010).		

Das	 ArcB-ArcA	 (Anoxic	 Redox	 Control)	 Zweikomponentensystem	 (ZKS)	 von	 E.	 coli	 ist	 ein	 globaler	

Regulator	der	Genexpression	unter	mikroaeroben	und	anaeroben	Bedingungen.	Viele	Gene	des	ArcBA-

Systems	 werden	 mit	 FNR	 (Fumarat-Nitrat-Regulator,	 s.	 Kapitel	 2.3.1)	 co-reguliert.	 Die	

membrangebundene	 Sensorkinase	 ArcB	 besitzt	 zwei	 cytoplasmatische,	 redox-aktive	 Cysteinreste.	

Diese	werden	 unter	 aeroben	 Bedingungen	 durch	 die	 Quinone	 der	 Atmungskette	 oxidiert,	 was	 zur	

Ausbildung	von	 intermolekularen	Disulfidbrücken	führt.	Als	Folge	wird	die	Kinase	 inaktiviert	und	es	

findet	keine	Expression	der	Zielgene	des	anaeroben	Stoffwechsels	statt.	In	Abwesenheit	von	Sauerstoff	

hingegen	 ist	 die	 Kinase	 aktiv	 und	 wird	 autophosphoryliert.	 Die	 Phosphorylgruppe	 wird	 auf	 den	

Antwortregulator	 ArcA	 übertragen,	 welcher	 in	 phosphorylierter,	 aktiver	 Form	 die	 Expression	 der	

Zielgene	aktiviert	(Iuchi	&	Lin,	1988;	Iuchi	et	al.,	1989;	Malpica	et	al.,	2004;	Bekker	et	al.,	2010;	Green	

&	Paget,	2004;	Unden	et	al.,	2010).	

2.2.2 Direkte	O2-Sensoren	

Direkte	 Sauerstoffsensoren	 zeichnen	 sich	 durch	 redox-aktive	 Co-Faktoren	 aus,	 die	 direkt	 mit	 O2	

reagieren	oder	interagieren	können.	Die	häufigsten	Co-Faktoren	sind	Eisen-Schwefel-Cluster,	redox-

sensitive	Aminosäure-Seitenketten	wie	Cysteinthiole	oder	Hämgruppen	mit	einem	zentralen	Eisenion,	

welches	maximal	sechs	Liganden	besitzen	kann.	Bei	den	Eisen-Schwefel-haltigen	Sensoren	führt	der	

Sauerstoff	 zur	 Oxidation	 und	 Umstrukturierung	 des	 redox-sensitiven	 Clusters,	 wohingegen	 die	

Hämgruppen	 Sauerstoff	 direkt	 an	 das	 Eisenion	 binden	 können.	 Beide	 Mechanismen	 führen	 zu	

strukturellen	Änderungen	des	Proteins,	wodurch	der	entsprechende	Signaloutput	erzielt	wird	(Green	

&	Paget,	2004;	Green	et	al.,	2009;	Unden	et	al.,	2010).		

FixL	 aus	 Sinorhizobium	 meliloti	 (Sr.	 meliloti)	 ist	 ein	 hämhaltiger	 O2-Sensor,	 der	 als	 Teil	 einer	

regulatorischen	 Kaskade	 die	 Expression	 von	 Genen	 der	 Stickstoff-	 (N-)	 Fixierung	 reguliert.	 Die	

Sensorkinase	koordiniert	in	der	PAS-Domäne	(Per-ARNT-Sim)	(Ponting	&	Aravind,	1997)	eine	über	fünf	

Reste	koordinierte	Hämgruppe.	In	Sauerstoffabwesenheit	befindet	sich	das	zentrale	Eisenion	im	High-

Spin	Zustand,	was	zur	Aktivierung	der	Kinase	und	demnach	auch	zur	Aktivierung	des	Antwortregulators	

und	der	Zielgene	führt.	 In	Anwesenheit	von	Sauerstoff	wird	dieser	als	sechster	Ligand	an	das	Eisen	

gebunden,	wodurch	das	 Eisen	 in	 den	 Low-Spin	 Zustand	wechselt.	Dieser	 Zustandswechsel	 führt	 zu	

strukturellen	Änderungen	innerhalb	der	Sensorkinase,	sodass	der	Antwortregulator	und	die	Zielgene	

nicht	mehr	aktiviert	werden	können	(Fischer,	1994;	Gilles-Gonzalez	et	al.,	1995;	Green	&	Paget,	2004;	

Green	et	al.,	2009;	Unden	et	al.,	2010).		
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OhrR	aus	Bacillus	subtilis	 (B.	subtilis)	besitzt	einen	reaktiven	Cysteinrest,	der	durch	Peroxidstress	 in	

Form	von	z.B.	H2O2	reversibel	zu	Cys-Sulfensäure	oxidiert.	In	dieser	Form	ist	der	Repressor	inaktiv	und	

das	 Peroxid	 Resistenz	 Gen	 ohrA	 wird	 exprimiert	 (Fuangthong	 &	 Helmann,	 2002;	 Antelmann	 &	

Helmann,	2011;	Green	&	Paget,	2004).	

2.2.3 [Fe-S]-haltige	Sauerstoffsensoren	

Eisen-Schwefel-Cluster	zählen	zu	den	ältesten	Co-Faktoren	in	Proteinen.	Sie	sind	in	allen	Formen	des	

Lebens	zu	finden	(Beinert	et	al.,	1997)	und	sollen	bereits	vor	der	Akkumulation	des	Sauerstoffs	in	der	

Atmosphäre	entstanden	sein	(Williams	&	Rickaby,	2012).	Die	Funktionen	der	[Fe-S]-haltigen	Proteine	

sind	sehr	vielseitig.	Neben	ihrer	ursprünglichen	Funktion	im	Elektronentransport,	können	sie	auch	als	

enzymatische	Katalysatoren	und	als	Genregulatoren	 fungieren	 (Beinert	et	al.,	1997;	Bian	&	Cowan,	

1999;	Crack	et	al.,	2014a;	Crack	&	Le	Brun,	2017).	

	

Abb.	1:	Struktur	des	planaren	[2Fe-2S]-	und	des	kubischen	[4Fe-4S]-Clusters.	Die	Eisenatome	werden	über	Cysteinreste	(Cys)	
gebunden.	Geändert	nach	Fontecave	(2006)	

[Fe-S]-haltige	 Genregulatoren	 besitzen	 entweder	 ein	 planares	 [2Fe-2S]-Cluster	 oder	 ein	 kubisches	

[4Fe-4S]-Cluster	 (Crack	et	al.,	2012b).	Die	Struktur	der	Cluster	 ist	 in	Abb.	1	dargestellt.	 In	der	Regel	

werden	 die	 Cluster	 an	 den	 Eisenatomen	 durch	 Cysteinthiolate	 im	 Protein	 koordiniert,	 allerdings	

können	auch	alternative	Liganden	vorkommen	wie	z.B.	Aspartat	(Gruner	et	al.,	2011;	Calzolai	et	al.,	

1995;	Muraki	et	al.,	2010),	Histidin	(Davidson	et	al.,	1992;	Lubitz	et	al.,	2014),	Glutamin	(Dobritzsch	et	

al.,	 2001),	 Methionin	 (Layer	 et	 al.,	 2005)	 wie	 auch	 spezifische	 Substrate	 oder	 Wasser	 (Beinert	 &	

Kennedy,	1989;	Lauble	et	al.,	1992).		

Die	Cluster-koordinierenden	Cysteinreste	sind	hoch	konserviert	und	in	einer	spezifischen	Konsensus-

Sequenz	 angeordnet.	 Alleine	 in	 E.	 coli	 konnten	 mehr	 als	 30	 verschiedene	 Cystein-Bindemotive	 in	

unterschiedlichsten	Proteinen	identifiziert	werden	(Fontecave,	2006).	

In	Anwesenheit	von	Oxidationsmitteln	kommt	es	zur	schrittweisen	Clusterumwandlung	oder	gar	zum	

Verlust	des	Clusters.	Diese	Sensitivität	der	[Fe-S]-Cluster	befähigt	sie	als	direkte	Sauerstoffsensoren	zu	

fungieren,	 um	 sich	 schnell	 an	 ändernde	 Bedingungen	 anzupassen.	 Die	 [Fe-S]-haltigen	

Sauerstoffsensoren	 regulieren	 mit	 Hilfe	 des	 Clusters	 die	 O2-abhängige	 Expression	 der	 jeweiligen	

Zielgene.	Oftmals	reagieren	die	Sensoren	nicht	nur	auf	einen	spezifischen	Reiz	(O2),	sondern	können	
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auch	andere	Reizmoleküle	wie	beispielsweise	Stickoxid	(NO)	wahrnehmen	(Cruz-Ramos	et	al.,	2002;	

Crack	et	al.,	2012b,	2014a;	Crack	et	al.,	2012a;	Crack	&	Le	Brun,	2017).	

2.3 Direkte	[4Fe-4S]
2+
-haltige	Sauerstoffsensoren	

Im	 Folgenden	 werden	 die	 vier	 Sensoren,	 welche	 Gegenstand	 der	 Untersuchungen	 sind,	 detailliert	

vorgestellt.	

2.3.1 FNREc	aus	E.	coli	

Das	 fakultativ	 anaerobe	 Bakterium	 E.	 coli	 ist	 metabolisch	 sehr	 vielseitig	 und	 kann	 eine	 Reihe	 von	

Substraten	 unter	 verschiedenen	 Sauerstoffkonzentrationen	 verstoffwechseln	 (Guest,	 1995).	 Neben	

dem	ZKS	ArcBA	ist	FNR	der	globale	Regulator	des	anaeroben	Stoffwechsels	in	E.	coli,	der	über	300	Gene	

reguliert	(Kiley	&	Beinert,	1998;	Salmon	et	al.,	2003;	Crack	et	al.,	2012a).		

FNREc	besteht	aus	einer	cysteinreichen	N-terminalen	Sensordomäne	sowie	einer	C-terminalen	DNA-

Bindedomäne	(Unden	&	Guest,	1985;	Melville	&	Gunsalus,	1990;	Scott	et	al.,	2003)	und	zeigt	einige	

homologe	Strukturen	zu	CRP	(cAMP	Rezeptor	Protein)	(Shaw	et	al.,	1983).	Die	Kristallstruktur	von	FNR	

aus	Aliivibrio	fischeri	wurde	aufgeklärt	und	bestätigt	die	strukturellen	Ähnlichkeiten	mit	CRP	(Volbeda	

et	al.,	2015).	Aufgrund	ihrer	Ähnlichkeiten,	vor	allem	in	der	DNA-Bindedomäne,	werden	sie	zur	FNR-

CRP-Superfamilie	der	Transkriptionsregulatoren	zusammengefasst	(Korner	et	al.,	2003).		

In	der	N-terminalen	Sensordomäne	befinden	sich	vier	konservierte	Cysteinreste,	wobei	aber	nur	Cys20,	

Cys23	 und	 Cys29	 essentiell	 für	 die	 Bindung	 des	 [4Fe-4S]-Clusters	 und	 die	 damit	 verbundene	

Funktionalität	 von	 FNREc	 sind	 (Melville	 &	 Gunsalus,	 1990;	 Khoroshilova	 et	 al.,	 1995).	 Der	 vierte	

Clusterligand	 ist	 der	 Cysteinrest	 122,	 welcher	 in	 der	 FNR-Region	 liegt,	 die	 ähnlich	 zur	 cAMP-

Bindedomäne	von	CRP	ist	(Melville	&	Gunsalus,	1990;	Kiley	&	Reznikoff,	1991;	Green	et	al.,	1993).	In	

Anwesenheit	von	Sauerstoff	liegt	monomeres,	inaktives	FNREc	vor	und	zeigt	weder	DNA-Bindeaktivität	

noch	eine	Cluster-Koordination	(Lazazzera	et	al.,	1993;	Green	et	al.,	1993;	Khoroshilova	et	al.,	1995).	

Unter	anaeroben	Bedingungen	liegt	FNREc	als	Dimer	vor	und	koordiniert	pro	Monomer	ein	[4Fe-4S]2+-

Cluster.	Diese	Form	zeigt	eine	hohe	DNA-Bindeaffinität	und	ist	daher	transkriptionell	aktiv	(Green	et	

al.,	1993;	Lazazzera	et	al.,	1996;	Khoroshilova	et	al.,	1997).	Der	Einbau	des	[Fe-S]-Clusters	während	

Sauerstoffmangels	 führt	 zu	 strukturellen	Änderungen,	welche	wiederum	die	Dimerisierung	und	die	

damit	verbundene	DNA-Bindung	begünstigen	(Bates	et	al.,	1995;	Lazazzera	et	al.,	1996;	Moore	&	Kiley,	

2001).	
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Abb.	2:	Regulation	des	anaeroben	Stoffwechsels	durch	den	direkten	 [Fe-S]-haltigen	Sauerstoffsensor	 FNREc	 aus	E.	 coli.	
Unter	anaeroben	Bedingungen	liegt	FNREc	in	aktiver,	dimere	Form	vor	und	koordiniert	N-terminal	pro	Monomer	ein	kubisches	
[4Fe-4S]2+-Cluster.	 Die	 aktive	 Form	 zeigt	 hohe	 DNA-Bindeaktivität	 und	 aktiviert	 die	 Expression	 der	 Fumaratreduktase	
(frdABCD),	der	Nitratreduktase	(narGHJI)	und	der	Nitritreduktase	(nirB),	während	Gene	des	aeroben	Stoffwechsels	(cydAB)	
reprimiert	werden.	 In	Anwesenheit	von	Sauerstoff	kommt	es	zur	Umwandlung	des	kubischen	Clusters	zu	einem	planaren	
[2Fe-2S]2+-Cluster	mit	 dem	 [3Fe-4S]1+-Intermediat.	Da	 das	 planare	 Cluster	 durch	 dieselben	Cysteinreste	 koordiniert	wird,	
kommt	es	 zu	 strukturellen	Änderungen	 innerhalb	des	Proteins,	was	wiederum	zur	Monomerisierung	von	FNREc	 und	 zum	
Verlust	der	DNA-Bindung	führt.	Bei	andauernder	Exposition	mit	O2	oder	anderen	radikalen	Sauerstoffspezies	kommt	es	zum	
vollständigen	Verlust	des	[Fe-S]-Clusters	und	es	entsteht	apo-	FNREc.	Sowohl	apo-	FNREc	als	auch	die	inaktive	[2Fe-2S]-Form	
können	wieder	zu	aktivem	[4Fe-4S]-FNR	regeneriert	werden.	Neueste	Erkentnisse	ergaben	bei	der	Umwandlung	des	[3Fe-
4S]1+-Intermediats	zu	dem	planaren	[2Fe-2S]2+-Cluster	eine	Oxidation	der	Sulfidionen	zu	Sulfan.	Diese	bilden	zusammen	mit	
zwei	 der	 Cys-Liganden	 ein	 Persulfid	 aus,	 welches	 als	 Speicherung	 des	 Schwefels	 für	 die	 reversible	 Umwandlung	 zum	
anaeroben	[4Fe-4S]2+-Cluster	dient.	

Wird	 aktives	 FNREc	 Sauerstoff	 ausgesetzt,	 kommt	 es	 zur	 Umwandlung	 des	 kubischen	 [4Fe-4S]2+-

Clusters	zu	einem	planaren	[2Fe-2S]2+-Cluster.	Diese	Umwandlung	bringt	strukturelle	Änderungen	mit	

sich,	 da	 dieselben	 Cysteinreste	 zur	 Cluster-Koordination	 genutzt	 werden.	 Als	 Folge	 kommt	 es	

wiederum	 zur	Monomerisierung	und	 Inaktivierung	 von	 FNREc	 (Lazazzera	 et	 al.,	 1996;	 Becker	 et	 al.,	

1996;	Khoroshilova	et	al.,	1997;	Crack	et	al.,	2004).	Die	Umwandlung	des	Clusters	geschieht	in	zwei	

Schritten.	Im	ersten	Schritt	kommt	es	zur	O2-abhängigen	Oxidation	des	[4Fe-4S]2+-Clusters,	welche	zu	

einem	schnellen	Verlust	eines	Eisenions	und	dem	Zwischenprodukt	[3Fe-4S]1+	führt.	Im	zweiten	Schritt	

werden	spontan	zwei	Sulfidionen	sowie	ein	weiteres	Eisenion	 freigesetzt	und	es	entsteht	das	 [2Fe-

2S]2+-Cluster	 (Crack	 et	 al.,	 2004;	 Crack	 et	 al.,	 2006;	 Crack	 et	 al.,	 2007;	 Crack	 et	 al.,	 2008).	 Der	

Redoxzustand	der	freigesetzten	Eisenionen	und	die	Geschwindigkeit	des	zweiten	Schritts	ist	abhängig	

von	Chelatoren	und	anderen	Redoxbedingungen	der	Umwelt	(Sutton	et	al.,	2004;	Crack	et	al.,	2008).	

Während	 der	 Oxidation	 des	 [Fe-S-Clusters]	 durch	 O2,	 wird	 dieser	 gleichzeitig	 reduziert.	 Je	 nach	

Oxidation	entstehen	entweder	H2O2	oder	das	Superoxidion	als	toxische	Reduktionsprodukte,	welche	
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wiederum	ebenfalls	mit	weiteren	 [Fe-S]-Clustern	 reagieren	oder	mittels	Dismutaseaktivität	 recycelt	

werden	 können	 (Crack	 et	 al.,	 2004;	 Crack	 et	 al.,	 2007;	 Crack	 et	 al.,	 2008;	 Bolann	 &	 Ulvik,	 1993;	

Kargalioglu	&	Imlay,	1994).	Neueste	Untersuchungen	der	Cluster	Umwandlung	haben	ergeben,	dass	

die	im	zweiten	Schritt	freiwerdenden	Sulfidionen	nicht	in	die	Umgebung	freigesetzt	werden.	Vielmehr	

kommt	es	zu	einer	zweiten	Oxidation	der	Ionen	zu	Sulfan	(S0),	welche	mit	zwei	der	Cys-Liganden	ein	

Persulfid	 ausbilden.	 Dieser	 Mechanismus	 ermöglicht	 ein	 Speichern	 des	 Schwefels,	 sodass	 O2-

inaktiviertes	 FNREc	 ohne	 die	 Mithilfe	 der	 Eisen-Schwefel-Biosynthese-Maschinerie	 wieder	 zur	

anaeroben	[4Fe-4S]2+-Form	umgewandelt	werden	kann	(Zhang	et	al.,	2012;	Crack	et	al.,	2017).		

Bei	anhaltender	Sauerstoffexposition	degradiert	das	[2Fe-2S]2+-Cluster	sehr	langsam	und	es	entsteht	

apo-	FNREc.	Sowohl	apo-	FNREc	als	auch	die	inaktive	[2Fe-2S]-Form	können	wieder	zur	aktiven	[4Fe-4S]-

Form	regeneriert	werden,	wobei	der	Clustereinbau	wesentlich	langsamer	verläuft	als	die	Degradation	

(Khoroshilova	et	al.,	1997;	Dibden	&	Green,	2005;	Crack	et	al.,	2008;	Tolla	&	Savageau,	2010;	Zhang	et	

al.,	2012).		

FNREc	wird	konstitutiv	exprimiert	und	liegt	in	konstanter	Konzentration	von	etwa	6	µM	in	der	Zelle	vor	

(Unden	&	Duchene,	1987;	Sutton	et	al.,	2004).	Je	nach	Sauerstoffgehalt	ändert	sich	die	Konzentration	

von	 aktivem,	 inaktivem	 und	 apo-	 FNREc	 in	 der	 Zelle	 um	 permanent,	 schnell	 und	 sensitiv	 die	 O2-

Konzentration	der	Umgebung	wahrzunehmen	(Tolla	&	Savageau,	2010;	Zhang	et	al.,	2012;	Crack	et	al.,	

2014b).	 Bereits	 eine	 Sauerstoffkonzentration	 von	 1	 µM	 ist	 ausreichend	 um	 FNREc	 zu	 inaktivieren	

(Becker	et	al.,	1996).	

Die	 Sauerstoffsensitivität	 von	 FNREc	 kann	 durch	 Substitutionen	 in	 der	 Nähe	 der	 Cluster-

koordinierenden	Cys-Reste	verändert	werden.	Dies	ermöglicht	die	Adaptation	an	alle	physiologisch	

relevanten	O2-Konzentrationen	in	der	jeweiligen	Umweltnische	(Jervis	et	al.,	2009).		

Neben	O2	kann	FNREc	unter	anaeroben	Bedingungen	auch	mit	Stickoxid	NO	reagieren.	Dies	führt	zur	

Expression	 bestimmter	 Enzyme,	 welche	 wichtig	 für	 die	 Entgiftung	 sind.	 NO	 ist	 ein	 Signal-	 und	

Abwehrmolekül,	 welches	 in	 pathophysiologischen	 Konzentrationen	 von	 5-10	 µM	 von	 FNREc	

wahrgenommen	werden	kann.	Die	Reaktion	von	NO	mit	dem	[Fe-S]-Cluster	 führt	 zur	Bildung	eines	

Dinitrosyl-Eisen-Cystein-(DNIC)-Komplexes	und	der	Inaktivierung	von	FNREc	(Cruz-Ramos	et	al.,	2002).		

FNR	fungiert	 in	E.	coli	mit	seinem	sensitiven	[4Fe-4S]2+-Cluster	als	direkter	Sauerstoffsensor,	um	die	

Genexpression	 des	 anaeroben	 Stoffwechsels	 bestmöglich	 an	 die	 gegebenen	 Umweltbedingungen	

anzupassen.	

2.3.2 FNRBs	aus	B.	subtilis	

B.	 subtilis	 ist	 ebenso	wie	E.	 coli	 ein	 fakultativ	 anaerobes	 Bakterium,	welches	 in	 der	 Lage	 ist	 unter	

anaeroben	Bedingungen	Nitratatmung	oder	Gemischte-Säuregärung	zu	betreiben	(Nakano	&	Hulett,	
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1997).	Für	die	Regulation	der	Genexpression	unter	Anaerobiose	sind	die	drei	Hauptregulatoren	ResDE,	

FNRBs	und	Rex	(Vgl.	Kapitel	2.2.1)	verantwortlich.	Das	ZKS	ResDE	(aerobic	and	anaerobic	respiration	

regulator)	aktiviert	in	Sauerstoffabwesenheit	FNRBs	und	weitere	Gene	für	den	anaeroben	Stoffwechsel.	

FNRBs	wiederum	induziert	die	Gene	für	die	Nitratatmung,	wohingegen	Rex	die	Gärungsgene	reprimiert,	

solange	die	Elektronentransportkette	aktiv	ist	(Cruz	Ramos	et	al.,	1995;	Hartig	&	Jahn,	2012).	

Das	FNRBs-Regulon	besteht	aus	zehn	Operons	mit	37	Genen,	von	denen	aber	nur	ein	Teil	direkt	von	

FNRBs	aktiviert	wird.	Hierzu	zählen	das	Operon	der	Nitratreduktase	(narGHJI),	des	Nitrittransporters	

mit	 FNRBs	 (narK-fnr)	 und	 einem	 weiteren	 anaeroben	 Transkriptionsregulator	 (arfM,	 anaerobic	

respiration	and	fermentation	modulator).	Die	anderen	Gene	werden	indirekt	über	die	Nitratreduktase	

reguliert	(Reents	et	al.,	2006b).	

FNRBs	ist	Mitglied	der	CRP-FNR-Aktivatorfamilie.	Im	Vergleich	zum	E.	coli-Homolog	weist	FNRBs,	neben	

konservierten	 Merkmalen	 und	 ähnlichen	 Sekundärstrukturen	 im	 Bereich	 der	 DNA-Bindedomäne,	

allerdings	 entscheidende	 Unterschiede	 in	 der	 Lokalisation	 des	 [Fe-S]-Clusters	 auf.	 Die	 Cluster-

koordinierende	Domäne	mit	den	konservierten	Cysteinen	befindet	sich	in	FNRBs	am	C-Terminus	(Cruz	

Ramos	et	al.,	1995).	

	
Abb.	3:	Regulation	des	anaeroben	Stoffwechsels	durch	den	direkten	[Fe-S]-haltigen	Sauerstoffsensor	FNRBs	aus	B.	subtilis.	
Unter	 anaeroben	 Bedingungen	 liegt	 FNRBs	 in	 aktiver,	 dimerer	 Form	 vor	 und	 koordiniert	 C-terminal	 pro	 Monomer	 ein	
kubisches	[4Fe-4S]2+-Cluster.	Die	aktive	Form	zeigt	hohe	DNA-Bindeaktivität	und	aktiviert	die	Expression	der	Nitratreduktase	
(narGHJI),	des	Nitrattransporters	(narK)	und	des	anaeroben	Gärungsregulators	(arfM)	sowie	sich	selbst	(fnr).	In	Anwesenheit	
von	Sauerstoff	kommt	es	 zur	Umwandlung	des	kubischen	Clusters	 zu	einem	planaren	 [2Fe-2S]2+-Clusters.	Da	das	planare	
Cluster	 durch	 dieselben	 Aspartat-	 und	 Cysteinreste	 koordiniert	 wird,	 kommt	 es	 vermutlich	 zu	 strukturellen	 Änderungen	
innerhalb	des	Proteins,	was	wiederum	zum	Verlust	der	DNA-Bindung	führt.	Bei	andauernder	Exposition	mit	O2	oder	anderen	
radikalen	Sauerstoffspezies	kommt	es	zum	vollständigen	Verlust	des	[Fe-S]-Clusters	und	es	entsteht	apo-	FNRBs.	
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Unter	Anaerobiose	wird	ein	[4Fe-4S]2+-Cluster	C-terminal	über	den	Aspartatrest	Asp141	und	drei	der	

vorhandenen	vier	Cysteine	gebunden.	Die	Ligation	des	Clusters	mit	Aspartat	statt	Cystein	führt	zu	einer	

weniger	starken	Bindung,	welche	die	Oxidation	bzw.	Reduktion	des	Clusters	erleichtert.	FNRBs	liegt	als	

permanentes	 Dimer	 vor,	 sodass	 die	 An-	 oder	 Abwesenheit	 des	 Clusters	 über	 die	 FNRBs	 -Aktivität	

entscheidet	 und	nicht	 der	Dimerisierungszustand	des	 Proteins	 (Reents	 et	 al.,	 2006a;	Gruner	 et	 al.,	

2011).	Die	physiologische	Rolle	des	apo-FNRBs	ist	unbekannt.	

FNRBs	agiert	als	direkter	Sauerstoffsensor	mit	einem	sensitivem	[4Fe-4S]2+-Cluster	als	Co-Faktor	und	

reguliert	 dadurch	 die	 Genexpression	 anaerober	 Gene,	 um	 eine	 bestmögliche	 Anpassung	 an	 die	

gegebenen	Umweltbedingungen	zu	gewährleisten.	

2.3.3 NreB	aus	Staphylococcus	

In	Staphylokokken	existiert	kein	FNR	Protein.	In	den	Bakterien	übernimmt	die	Sensorkinase	NreB	aus	

dem	NreABC-System	 (nitrogen	 regulation)	 die	 Funktion	 als	 direkter	 Sauerstoffsensor.	Die	Gene	 für	

NreABC	 aus	 Staphylococcus	 carnosus	 (S.	 carnosus)	 sind	 co-lokalisiert	 mit	 den	 Genen	 für	 die	

Nitratreduktase	 (narGHJI),	 der	 Nitritreduktase	 (nirBD)	 und	 dem	 Nitrat-Nitrit-Transporter	 (narT)	

(Fedtke	et	al.,	2002).	Im	pathogenen	Verwandten	Staphylococcus	aureus	(S.	aureus)	sind	die	Proteine	

des	NreABC-Systems	zwischen	50	und	85	%	identisch,	wobei	der	Transporter	hier	NarK	heißt	(Schlag	

et	al.,	2008).	Neben	dem	NreABC-System,	das	die	Gene	der	anaeroben	Nitratatmung	reguliert	(Fedtke	

et	al.,	2002;	Mullner	et	al.,	2008;	Nilkens	et	al.,	2014),	gibt	es	noch	das	SrrAB-System	(Staphylococcal	

respiratory	response),	welches	Homolog	zum	ResDE-System	in	B.	subtilis	ist	und	ein	Hauptregulator-

System	für	die	anaerobe	Genregulation	darstellt	(Schlag	et	al.,	2008;	Unden	et	al.,	2010).	

Die	 Sensorkinase	 NreB	 besteht	 aus	 einer	 N-terminalen	 PAS-Domäne,	 welche	 vier	 konservierte	

Cysteinreste	 für	 die	 Koordination	 des	 [Fe-S]-Clusters	 trägt	 (Kamps	 et	 al.,	 2004),	 sowie	 einer	 C-

terminalen	Kinasedomäne.	Unter	anaeroben	Bedingungen	liegt	NreB	in	aktiver	Form	vor	und	besitzt	

ein	[4Fe-4S]2+-Cluster.	Es	kommt	zur	Autophosphorylierung	der	Kinase,	der	Phosphorylrest	wird	auf	

den	Antwortregulator	NreC	übertragen,	der	wiederum	als	positiver	Transkriptionsfaktor	die	Gene	der	

Nitratatmung	aktiviert	(Fedtke	et	al.,	2002;	Mullner	et	al.,	2008;	Reinhart	et	al.,	2010;	Nilkens	et	al.,	

2014).	In	Anwesenheit	von	Sauerstoff	degradiert	das	Cluster	zu	einem	planaren	[2Fe-2S]2+-Cluster	bis	

hin	 zu	 apo-NreB.	 Dies	 führt	 zu	 Konformationsänderungen,	 welche	 wiederum	 die	 Kinaseaktivität	

inhibieren	 und	 NreB	 inaktivieren	 (Mullner	 et	 al.,	 2008;	 Reinhart	 et	 al.,	 2010).	 Ob	 apo-NreB	 eine	

physiologische	 Bedeutung	 besitzt,	 ist	 unklar.	 NreA	 fungiert	 als	 Nitratsensor	 und	 inhibiert	 Nitrat-

abhängig	die	Autophosphorylierung	von	NreB	(Niemann	et	al.,	2014;	Nilkens	et	al.,	2014).	Unabhängig	

von	der	Anwesenheit	von	Sauerstoff	(Mullner	et	al.,	2008)	oder	Nitrat	(Koch-Singenstreu,	2013)	liegt	

NreB	als	permanentes	Dimer	vor.	
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Abb.	4:	Regulation	des	anaeroben	Nitratstoffwechsels	durch	das	NreABC-System	aus	Staphylococcus.	Das	NreABC-System	
besteht	aus	dem	ZKS	NreBC	und	dem	Nitratsensor	NreA.	Die	dimere	Sensorkinase	NreB	fungiert	als	direkter	Sauerstoffsensor	
und	koordiniert	unter	anaeroben	Bedingungen	 in	der	N-terminalen	PAS-Domäne	ein	 [4Fe-4S]2+-Cluster	pro	Monomer.	Es	
kommt	zur	Autophosphorylierung	am	konservierten	Histidinrest.	Die	Phosphorylgruppe	wird	an	den	Antwortregulator	NreC	
weitergegeben,	 der	 in	 aktiver,	 phosphorylierter	 Form	 die	 Expression	 der	 Nitratreduktase	 (narGHJI),	 der	 Nitritreduktase	
(nirBD)	 und	 des	 Nitrat-Nitrit-Transporters	 (narT	 bzw.	 narK)	 aktiviert.	 In	 Anwesenheit	 von	 Sauerstoff	 kommt	 es	 zur	
Umwandlung	 des	 kubischen	 Clusters	 zu	 einem	 planaren	 [2Fe-2S]2+-Cluster.	 Da	 das	 planare	 Cluster	 durch	 dieselben	
Cysteinreste	koordiniert	wird,	kommt	es	zu	strukturellen	Änderungen	innerhalb	des	Proteins,	was	wiederum	zur	Inaktivierung	
der	 Kinasedomäne	 führt.	 Bei	 andauernder	 Exposition	 mit	 O2	 oder	 anderen	 radikalen	 Sauerstoffspezies	 kommt	 es	 zum	
vollständigen	Verlust	des	[Fe-S]-Clusters	und	es	entsteht	apo-NreB.	

Im	NreABC-System	von	S.	carnosus	fungieren	NreB	mit	seinem	[4Fe-4S]2+-Cluster	und	NreA	als	direkte	

Co-Sensoren	für	Sauerstoff	und	Nitrat,	um	eine	effiziente,	adaptierte	Genexpression	zu	gewährleisten	

(Nilkens	et	al.,	2014).	

2.3.4 WhiB3	aus	Mycobacterium	tuberculosis	

WhiB3	 gehört	 zu	 den	 WhiB-ähnlichen	 Proteinen	 (Wbl),	 die	 ausschließlich	 in	 Actinobakterien	 als	

Transkriptionsfaktoren	zu	finden	sind.	Es	gibt	über	1600	Homologe	mit	unterschiedlichen	Funktionen	

(Soliveri	 et	 al.,	 2000;	 Saini	 et	 al.,	 2012b),	 wobei	 lediglich	 funktionelle	 Untersuchungen	 in	

Streptomyceten	(Molle	et	al.,	2000;	Jakimowicz	et	al.,	2005;	Crack	et	al.,	2009),	Corynebakterien	(Lee	

et	al.,	2012)	und	Mykobakterien	durchgeführt	wurden.		
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In	Mycobacterium	tuberculosis	(M.	tuberculosis)	gibt	es	sieben	WhiB-Proteine,	welche	zusammen	auf	

einem	Genlocus	lokalisiert	sind	und	sehr	große	strukturelle	Ähnlichkeit	aufweisen.	Es	handelt	sich	um	

kleine	Proteine,	die	aus	einer	WhiB-Domäne	mit	vier	hoch	konservierten	Cysteinresten	und	einer	AT-

Hook-ähnlichen	Domäne,	die	als	DNA-Bindemotiv	gilt,	bestehen.	Über	die	vier	Cysteinreste	wird	ein	

labiles	 [4Fe-4S]2+-Cluster	 gebunden,	welches	 sowohl	 auf	O2	 als	 auch	NO	 reagiert.	Dies	befähigt	 die	

WhiB-Proteine	als	direkte	Redoxsensoren	zu	agieren	(Soliveri	et	al.,	2000;	Alam	et	al.,	2009;	Saini	et	

al.,	2012a;	Larsson	et	al.,	2012;	Saini	et	al.,	2012b).		

Die	 multiplen	 WhiB-Proteine	 sind	 wichtig	 für	 die	 Persistenz	 von	 M.	 tuberculosis	 innerhalb	 der	

Makrophagen	eines	Wirtes	und	damit	essentiell	für	den	Erfolg	als	Pathogen	(Singh	et	al.,	2007;	Crack	

et	al.,	2012b).	Jedoch	besitzt	jedes	WhiB	eine	spezifische	Funktion	(Geiman	et	al.,	2006;	Larsson	et	al.,	

2012),	die	von	der	Regulation	der	Antibiotika	Resistenz	(Morris	et	al.,	2005),	über	die	Regulation	der	

Zellteilung	(Konar	et	al.,	2012)	bis	hin	zur	Regulation	der	oxidativen	Stressantwort	(Alam	et	al.,	2007;	

Chawla	et	al.,	2012)	und	weiteren	Regulationen,	die	zur	Virulenz	von	M.	tuberculosis	beitragen	(Alam	

et	al.,	2007;	Smith	et	al.,	2010;	Casonato	et	al.,	2012),	reichen.	

WhiB3	wird	konstitutiv	exprimiert	 (Mulder	 et	al.,	1999)	und	 ist	essentiell	 für	das	Überleben	 in	den	

Makrophagen	 (Singh	 et	 al.,	 2007).	 Neben	 der	 Regulation	 der	 (virulenten)	 Lipid-	 und	 Polyketid-

Biosynthese	 als	 Antwort	 auf	 die	 Wirt-Makrophagen	 (Singh	 et	 al.,	 2009;	 Domenech	 et	 al.,	 2001),	

interagiert	WhiB3	auch	direkt	mit	dem	Sigmafaktor	RpoV	(Steyn	et	al.,	2002).	Dieser	ist	essentiell	für	

die	Virulenz	und	unterstreicht	die	Wichtigkeit	von	WhiB3	 für	die	Virulenz	und	Pathogenität	von	M.	

tuberculosis.	WhiB3	wird	 unter	 Säurestress	 stark	 hochreguliert,	was	 auf	 einen	 sauren	 pH-Wert	 als	

direktes	Signal	hindeutet	(Mehta	et	al.,	2016;	Geiman	et	al.,	2006).		

Das	 labile	 [4Fe-4S]2+-Cluster	 von	WhiB3	 reagiert	mit	 Sauerstoff	 analog	 zu	 FNREc.	 Unter	 anaeroben	

Bedingungen	koordiniert	WhiB3	ein	[4Fe-4S]2+-Cluster,	welches	 in	Anwesenheit	von	Sauerstoff	über	

ein	[3Fe-4S]+-Intermediat	zu	einem	planaren	[2Fe-2S]2+-Cluster	degradiert.	Allerdings	degradiert	das	

Cluster	 von	FNREc	wesentlich	 schneller	als	das	WhiB-Cluster	 (Singh	 et	al.,	 2007).	Neben	O2	 reagiert	

WhiB3	auch	mit	NO	 zu	einem	monomeren	DNIC-Komplex,	welcher	die	Aktivität	 von	WhiB3	 in	 vivo	

beeinflussen	könnte	(Singh	et	al.,	2007).	
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Abb.	 5:	 Regulation	 der	 Redox-Homöostase,	 der	 Virulenz	 und	 Persistenz	 in	M.	 tuberculosis	 durch	 den	 direkten	 [Fe-S]-
haltigen	Redoxsensor	WhiB3.	Unter	anaeroben	Bedingungen	liegt	WhiB3	in	aktiver,	dimerer	Form	vor	und	koordiniert	N-
terminal	 über	 vier	 konservierte	 Cysteinreste	 ein	 kubisches	 [4Fe-4S]2+-Cluster	 pro	 Monomer.	 Die	 aktive	 Form	 zeigt	 eine	
schwache	DNA-Bindeaktivität.	In	Anwesenheit	der	Dormanz-Signale	O2	oder	NO	kommt	es	zur	Umwandlung	des	kubischen	
Clusters	 zu	 einem	 planaren	 [2Fe-2S]2+-Cluster	 mit	 dem	 [3Fe-4S]1+-Intermediat.	 Bei	 andauernder	 Exposition	 mit	 O2	 oder	
anderen	radikalen	Sauerstoffspezies	kommt	es	zum	vollständigen	Verlust	des	[Fe-S]-Clusters	und	es	entsteht	apo-WhiB3.	Je	
nach	 vorliegenden	 Redoxbedingungen	 liegen	 die	 Cysteinthiole	 in	 reduzierter	 oder	 oxidierter	 Form	 vor.	 Unter	 oxidativen	
Bedingungen	bilden	sich	zwei	intramolekulare	Disulfidbrücken,	welche	die	DNA-Bindeaktivität	stark	erhöhen.	WhiB3	reguliert	
redoxabhängig	Gene	des	virulenten	Lipid-	und	Polyketid-Anabolismus,	Gene	für	die	Säure-Stress-Antwort	sowie	Gene	des	
Metabolismus.	Mit	Hilfe	des	redoxsensitiven	[4Fe-4S]2+-Clusters	reagiert	WhiB3	auf	die	vorliegenden	Umweltsignale,	um	die	
Redox-Homöostase	und	die	virulente	Persistenz	innerhalb	der	Makrophagen	des	Wirtes	aufrecht	zu	erhalten.	

Die	 DNA-Bindeaktivität	 von	 WhiB3	 wird	 nicht	 durch	 den	 Redoxzustand	 des	 Clusters	 beeinflusst,	

sondern	durch	den	Redoxzustand	der	Cysteinreste.	Die	Cysteine	von	WhiB3	werden	posttranslational	

modifiziert	als	Antwort	auf	ein	Redoxungleichgewicht,	welches	durch	die	Wirtantwort	während	der	

Infektion	verursacht	wird.	Unter	oxidativen	Stressbedingungen	durch	NO	oder	O2	wird	apo-WhiB3	an	

den	Cysteinresten	oxidiert	und	zwei	intramolekulare	Disulfidbrücken	werden	gebildet,	die	wiederum	

die	DNA-Bindeaffinität	von	WhiB3	stark	erhöhen.	Bei	stark	reduktiven	Stressbedingungen,	die	durch	

die	Akkumulation	von	Fettsäuren	des	Wirtes	entstehen	können,	 liegen	die	Cysteinthiole	von	WhiB3	

reduziert	vor,	was	die	DNA-Bindung	verhindert	(Singh	et	al.,	2009).		
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WhiB3	agiert	mit	seinem	[4Fe-4S]2+-Cluster	als	direkter	Redoxsensor,	der	die	Umweltsignale	mit	dem,	

für	das	Überleben	essentiellen,	Intermediärstoffwechsel	integriert,	um	die	Redox-Homöostase	und	die	

Persistenz	aufrecht	zu	erhalten	(Singh	et	al.,	2007;	Singh	et	al.,	2009).	

2.3.5 Vergleich	der	vier	direkten	O2-Sensoren	

FNR	aus	E.	coli	und	B.	subtilis,	NreB	aus	Staphylococcus	und	WhiB3	aus	M.	tuberculosis	koordinieren	

über	 stark	 konservierte	 Cysteinreste	 ein	 O2-labiles	 [4Fe-4S]2+-Cluster,	 was	 sie	 zu	 direkten	

Sauerstoffsensoren	 macht.	 Bei	 Exposition	 mit	 Sauerstoff	 zeigen	 die	 vier	 Sensoren	 eine	 ähnliche	

Cluster-Degradation	zu	einem	planaren	[2Fe-2S]2+-Cluster,	bis	hin	zu	einem	vollständigen	Verlust	des	

Clusters	in	apo-Protein,	wobei	die	physiologische	Bedeutung	der	letzten	Schritte	in	einigen	Sensoren	

unklar	ist.	

	

Abb.	6:	Domänenstruktur	und	Cluster-koordinierendes	Cysteinmotiv	der	[4Fe-4S]2+-haltigen	Sensoren	FNREc,	FNRBs,	NreB	
und	WhiB3.	A)	stellt	die	cysteintragenden	sensorischen	Domänen	(dunkelgrau),	die	Outputdomänen	(weiß)	sowie	die	Art	der	
Antwort	(DNA-Bindung	oder	Autophosphorylierung)	dar.	Die	Positionen	der	[Fe-S]-Cluster-bindenden	konservierten	Cystein-	
und	 Aspartatreste	 sowie	 der	 konservierte	 Phosphorylierungsrest	 His159	 der	 Sensorkinase	 NreB	 aus	 S.	 carnosus	 sind	
eingezeichnet.	 B)	 zeigt	 die	 Sequenzmotive	 der	 konservierten	 Cystein	 (C)-	 und	 Aspartat	 (D)	 -reste,	 die	 das	 [Fe-S]-Cluster	
binden,	sowie	die	Position	innerhalb	der	Proteinsequenz.	Variable	Aminosäurereste	zwischen	den	Cluster-koordinierenden	
Resten	sind	mit	x	und	der	entsprechenden	Anzahl	gekennzeichnet.	Verändert	nach	Unden	et	al.	(2013).	

Trotz	der	ähnlichen	Clusterreaktionen	mit	O2,	gibt	es	doch	Unterschiede	zwischen	den	Proteinen,	die	

in	Abb.	6	dargestellt	sind.	Während	FNR	und	WhiB3	als	direkte	DNA-bindende	Transkriptionsfaktoren	

agieren,	handelt	es	 sich	bei	NreB	um	eine	Sensorkinase,	die	die	Genexpression	 indirekt	über	 ihren	

Antwortregulator	NreC	steuert.	FNREc	besteht	aus	einer	N-terminalen	Sensordomäne	mit	dem	[Fe-S]-
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Cluster	und	der	C-terminalen	DNA-Bindedomäne	(Unden	&	Guest,	1985;	Melville	&	Gunsalus,	1990).	

FNRBs	zeigt	eine	ähnliche	Domänenstruktur,	jedoch	befindet	sich	am	C-Terminus	die	Cystein-tragende	

Domäne	(Reents	et	al.,	2006a).	Die	Sensorkinase	NreB	trägt	das	Cluster	ebenfalls	am	N-Terminus	in	

der	PAS-Domäne,	an	die	sich	die	Kinasedomäne	anschließt	(Mullner	et	al.,	2008).	WhiB3	besteht	nur	

aus	einer	Domäne,	die	sowohl	das	Cluster	koordiniert,	als	auch	das	DNA-Bindemotiv	aufweist	(Soliveri	

et	al.,	2000).	

Die	 jeweilige	 Konsensus-Sequenz	 der	 Cluster-koordinierenden	 Reste	 ist	 für	 jeden	 Sensor	 spezifisch	

(Abb.	6B).	Bei	FNREc	und	WhiB3	liegen	jeweils	drei	Cysteinreste	relativ	nah	beieinander	(C-x2-C-x5-C),	

wohingegen	der	vierte	Rest	einen	Abstand	von	92	bzw.	29	Resten	aufweist	(Green	et	al.,	1993;	Singh	

et	al.,	2007).	In	NreB	sind	die	zwei	Cysteinpaare	(C-x2-C)	lediglich	durch	elf	Aminosäuren	voneinander	

getrennt	(Kamps	et	al.,	2004).	Das	Spacing	der	drei	Cluster-koordinierenden	Cysteine	aus	FNRBs	ähnelt	

dem	 von	 FNREc	 (C-x2-C-x4-C),	 allerdings	 befindet	 dieses	 sich	 am	 C-Terminus.	 Der	 vierte	 Ligand	 des	

Clusters	ist	ein	Aspartatrest,	der	sich	85	Aminosäuren	davor	in	der	DNA-Bindedomäne	befindet	(Reents	

et	al.,	2006a;	Gruner	et	al.,	2011).	

Entsprechend	der	Lage	der	konservierten	Cysteinreste	befinden	sich	die	[Fe-S]-Cluster	von	FNREc,	NreB	

und	WhiB3	 in	der	N-terminalen	Domäne,	während	 FNRBs	 sein	Cluster	 in	der	C-terminalen	Domäne	

trägt.		

In	E.	coli	ist	die	FNREc-Aktivität	als	Transkriptionsfaktor	abhängig	von	der	Vollständigkeit	des	[4Fe-4S]2+-

Clusters,	was	wiederum	zur	Dimerisierung	und	Genexpression	führt	(Lazazzera	et	al.,	1996).	FNRBs	und	

NreB	liegen	als	permanente	Dimere	vor,	sodass	allein	der	Zustand	des	[Fe-S]-Clusters	über	die	Aktivität	

entscheidet.	Durch	den	Zerfall	des	Clusters	nach	O2-Exposition	kommt	es	zu	strukturellen	Änderungen	

innerhalb	 der	 Proteine,	 da	 das	 planare	 Cluster	 von	 denselben	 Resten,	 wie	 das	 kubische	 Cluster,	

gebunden	wird	(Gruner	et	al.,	2011;	Mullner	et	al.,	2008).	Bei	WhiB3	von	M.	tuberculosis	entscheidet	

der	 Redoxzustand	 der	 Cysteinreste	 über	 die	 Aktivität,	 sodass	 WhiB3	 eher	 ein	 Redoxsensor	 der	

Dormanz-Signale	NO	und	O2	als	ein	primärer	Sauerstoffsensor	ist	(Singh	et	al.,	2007;	Singh	et	al.,	2009).	

2.4 Fragestellung	zur	Phylogenie	von	[Fe-S]-haltigen	O2-Sensoren	

FNR,	 NreB	 und	 WhiB3	 sind	 nicht-verwandte	 Sensoren,	 die	 sehr	 ähnliche	 [Fe-S]-Cluster	 mit	 einer	

ähnlichen	 Reaktion	 mit	 Sauerstoff	 aufweisen.	 Sie	 besitzen	 jedoch	 andere	 Funktionen	 und	

Wirkungsmechanismen.	 Diese	 Tatsache	 führt	 zu	 folgenden	 Fragen:	 Sind	 diese	 [4Fe-4S]-haltigen	

Sauerstoffsensoren	 mehrfach	 unabhängig	 voneinander	 entstanden?	 Oder	 besitzen	 sie	 einen	

gemeinsamen	Vorfahren,	von	dem	sich	alle	ableiten	lassen?	Wie	sieht	die	phylogenetische	Verteilung	

der	Sensoren	aus?	
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Aufgrund	der	Tatsache,	dass	FNR	Teil	der	FNR-CRP-Superfamilie	ist	und	Ähnlichkeiten	zu	CRP	aufweist	

(Shaw	et	al.,	1983;	Korner	et	al.,	2003),	wurde	bereits	postuliert,	dass	FNR	von	CRP	abstammen	könnte	

(Shaw	et	al.,	1983;	Cruz	Ramos	et	al.,	1995).	

	

Abb.	7:	Domänenstruktur	 von	FNR	aus	E.	 coli	 und	B.	 subtilis	 und	CRP	aus	E.	 coli.	Dargestellt	 sind	die	 cysteintragenden	
sensorischen	Domänen	(dunkelgrau)	der	O2-Sensoren	FNR,	die	cAMP-bindende	Domäne	(hellgrau	schraffiert)	von	CRP	sowie	
die	DNA-Bindedomänen	(weiß).	Die	Positionen	der	[Fe-S]-Cluster-bindenden	konservierten	Cystein-	und	Aspartatreste	sowie	
des	Helix-Turn-Helix	(HTH)-Motivs	(grau	schraffiert)	innerhalb	der	DNA-Bindedomäne	sind	angedeutet.	

CRP	 ist	 kein	 Sauerstoffsensor,	 sondern	 ein	 cAMP-abhängiger	 globaler	 Genaktivator.	Wie	 in	 Abb.	 7	

dargestellt,	besteht	er	aus	einer	sensorischen	cAMP-Bindedomäne	und	einer	Helix-Turn-Helix-(HTH)-

DNA-Bindedomäne	 (Korner	 et	 al.,	 2003;	 Sharma	 et	 al.,	 2009).	 Die	 DNA-Bindedomänen	 der	 drei	

Transkriptionsfaktoren	 zeigen	viele	Ähnlichkeiten.	 Sowohl	die	 Länge	der	Domänen	von	etwa	70-80	

Aminosäuren,	als	auch	die	Lage	des	HTH-Motivs	ähneln	sich.	Die	FNRBs	-Bindestellen	sind	identisch	mit	

den	 E.	 coli	 CRP-Bindestellen	 (TGTGAN6TCACA),	 wohingegen	 die	 FNREc-Bindestelle	 davon	 abweicht	

(Cruz	Ramos	 et	 al.,	 1995;	Green	 et	 al.,	 1996).	Nach	der	Akkumulation	 von	 Sauerstoff	 auf	 der	 Erde	

könnte	sich	FNR	aus	CRP	entwickelt	haben,	indem	ein	O2-sensitives	Cluster	entweder	N-terminal	(E.	

coli)	oder	C-terminal	(B.	subtilis)	addiert	wurde.	

Um	diese	Fragen	zu	beantworten	wurden	bioinformatische	Studien	zu	den	Sensoren	FNR	aus	E.	coli	

und	 B.	 subtilis,	 NreB	 aus	 S.	 aureus	 und	 WhiB3	 aus	M.	 tuberculosis,	 sowie	 von	 CRP	 aus	 E.	 coli	

durchgeführt.	 In	diesen	Studien	wurden	mit	Hilfe	von	Sequenzanalysen	für	 jedes	Protein	homologe	

Proteine	 identifiziert	und	diese	 in	 ihre	entsprechende	Proteinfamilie	geclustert	 (Nelson-Sathi	et	al.,	

2015;	Weiss	 et	 al.,	 2016).	 Es	wurden	phylogenetische	 Stammbäume	und	 eine	Anwesenheitsmatrix	

erstellt,	um	die	Verteilung	der	Sensoren	darzustellen.		

2.5 Die	Rolle	des	GAF-Domänenproteins	NreA	-	Nitratsensor	des	NreABC-Systems	

Das	 NreABC-System	 ist	 in	 Staphylokokken	 essentiell	 für	 die	 Regulation	 der	 Nitratatmung	 unter	

anaeroben	bzw.	mikroaeroben	Bedingungen	(Mullner	et	al.,	2008;	Nilkens	et	al.,	2014).	Während	NreB	
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als	direkter	O2-Sensor	die	vorliegenden	O2-Bedingungen	über	ein	[4Fe-4S]2+-Cluster	registriert	(Mullner	

et	al.,	2008),	fungiert	NreA	durch	direkte	Bindung	von	Nitrat	als	Nitratsensor	(Niemann	et	al.,	2014).		

	

Abb.	 8:	 Regulation	 der	 Nitratatmung	 durch	 das	 NreABC-Systems	 in	 S.	 carnosus.	 NreA	 interagiert	 unter	 anaeroben	
Bedingungen	 in	dimerer	 Form	mit	NreB	und	 reguliert	dadurch	die	Autophosphorylierungsaktivität	 von	NreB	herunter.	 In	
Anwesenheit	von	Nitrat	bildet	sich	der	NreA.[NO3

-]-Komplex	aus,	was	zu	einer	veränderten	Interaktion	zwischen	NreA	und	
NreB	führt.	Der	negative	Effekt	von	NreA	auf	NreB	geht	in	Anwesenheit	von	Nitrat	verloren	und	die	Zielgene	werden	maximal	
exprimiert	(Nilkens	et	al.,	2014).	

Unter	anaeroben	Bedingungen	sowie	Fehlen	von	Nitrat	bindet	NreA	als	Dimer	an	NreB	und	reguliert	

dessen	 Autophosphorylierung	 herunter	 (Abb.	 8).	 In	 Anwesenheit	 von	 Nitrat	wird	 der	 inhibierende	

Effekt	von	NreA	auf	NreB	aufgehoben,	da	die	Ligandenbindung	zu	einer	Konformationsänderung	 in	

NreA	führt.	Diese	resultiert	wiederum	in	einer	veränderten	Interaktion	der	beiden	NreA-Monomere	

sowie	zwischen	NreA	und	NreB	(Nilkens	et	al.,	2014;	Niemann	et	al.,	2014;	Koch-Singenstreu,	2013).		

NreA	ist	ein	kleines	GAF-Domänenprotein,	dessen	ligandgebundene	Form	bereits	kristallisiert	wurde	

(Niemann	 et	 al.,	 2014).	 GAF-Domänen	 (benannt	 nach	 cGMP-spezifische	 Phosphodiesterase,	

Adenylatzyklase,	 Transkriptionsfaktor	FhlA	aus	E.	 coli)	binden	 im	Allgemeinen	kleine	 regulatorische	

Moleküle	wie	Nitrat	oder	cGMP	und	sind	deswegen	 in	Proteinen	zu	 finden,	die	 für	die	 sensorische	

Wahrnehmung	und	Übertragung	von	Signalen	zuständig	sind	(Aravind	&	Ponting,	1997;	Ho	et	al.,	2000;	

Martinez	et	al.,	2002a;	Martinez	et	al.,	2002b).		
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Mit	 Hilfe	 von	 multiplen	 Sequenzvergleichen	 wurden	 zwei	 konservierte	 Bereiche	 auf	 der	 NreA-

Oberfläche	 identifiziert,	 die	 auf	 zwei	 potentielle	 Interaktionsflächen	 hindeuten	 (Koch-Singenstreu,	

2013).	Einer	der	Bereiche	könnte	für	die	Homodimerisierung	zweier	NreA-Monomere	zuständig	sein,	

wohingegen	der	zweite	Bereich	die	Interaktionsstelle	zwischen	NreA	und	NreB	darstellen	könnte.		

	

Abb.	 9:	 Konservierte	 Aminosäurereste	 auf	 der	 NreA-Oberfläche.	 Als	 Grundlage	 für	 die	 Colorierung	 der	
oberflächenexponierten	Reste	diente	ein	multiples	Alignment	von	NreA	und	Homologen	aus	Staphylokokken,	Laktobazillen	
und	anderen	Spezies	(Koch-Singenstreu,	2013).	Der	Grad	der	Konservierung	steigt	von	beige	(nicht	konserviert)	bis	dunkelblau	
(vollständig	konserviert).	Die	Nitratbindetasche	ist	durch	Y95	angedeutet	und	in	Magenta	eingefärbt.	

Cluster	 I	 ist	 im	Bereich	der	Nitratbindetasche,	welche	durch	den	 Tyrosinrest	 Y95	 angedeutet	wird,	

lokalisiert.	 Y95	 bildet	 eine	 Art	 Deckel	 über	 die	 Bindetasche,	 sodass	 gebundenes	 Nitrat	 vollständig	

abgeschirmt	wird	(Niemann	et	al.,	2014).	Der	zweite	konservierte	Bereich	des	Cluster	II	liegt	auf	der	

gegenüberliegenden	Proteinseite	um	den	N-Terminus	herum.	

2.6 Fragestellung	zur	Interaktion	zwischen	dem	O2-Sensor	NreB	und	dem	Nitratsensor	NreA	

Um	den	regulatorischen	Mechanismus	des	NreABC-Systems,	wie	den	inhibitorischen	Effekt	von	NreA	

auf	 NreB,	 im	 Detail	 verstehen	 zu	 können,	 ist	 die	 Identifizierung	 der	 funktionell	 wichtigen	

Interaktionsflächen	 zwischen	 dem	 Nitratsensor	 NreA	 und	 dem	 O2-Sensor	 NreB,	 sowie	 die	

Dimerisierungstellen	der	NreA-Monomere	essentiell.		

Hierzu	 wurden	 die	 konservierten,	 oberflächenexponierten	 Aminosäurereste	 von	 NreA	 mittels	

gerichteter	Mutagenese	substituiert	und	sowohl	Funktions-	als	auch	verschiedene	Interaktionsstudien	

durchgeführt.	
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3 Material	und	Methode	

3.1 Bioinformatische	Methoden	

Die	bioinformatischen	Analysen,	welche	die	 Identifizierung	homologer	Proteine,	die	Gruppierung	 in	

die	Proteinfamilien	sowie	die	Erstellung	und	Rekonstruktion	der	phylogenetischen	Stammbäume	und	

Matrizen	beinhaltet,	wurden	von	Madeleine	Weiß	aus	der	Arbeitsgruppe	von	Prof.	Martin	vom	Institut	

für	 Molekulare	 Evolution	 der	 Heinrich-Heine-Universität	 Düsseldorf	 durchgeführt	 und	 für	 diese	

Untersuchungen	 zur	 Verfügung	 gestellt.	 Die	 Bereitstellung	 der	 Referenzsequenzen,	 die	 manuelle	

Identifizierung	der	Cysteinreste	innerhalb	aller	Sequenzen	sowie	die	Auswertungen	und	Analysen	der	

Stammbäume	wurden	eigenständig	durchgeführt.	

3.1.1 Sequenzen	

Die	Proteinsequenzen	der	zu	untersuchenden	[4Fe-4S]-haltigen	Sauerstoffsensoren	basieren	auf	den	

Datenbanken	 UniProt	 (Consortium,	 2017)	 und	 GenBank	 (Benson	 et	 al.,	 2005)	 mit	 den	 jeweiligen	

Accession	numbers	(Zugangsnummern):	FNREc	(UniProt:	P0A9E5);	FNRBs	(GenBank:	KIX83509);	NreBSa	

(GenBank:	EFW34334);	WhiB3Mt	(GenBank:	KPU49338)	und	CRPEc	(UniProt:	P0ACJ8).	

Außerdem	 wurden	 von	 M.	 Weiß	 alle	 Proteinsequenzen	 der	 1.981	 komplett	 sequenzierten,	

prokaryotischen	Genomen	von	der	NCBI	RefSeq	Datenbank	(Version	Juni	2012)	heruntergeladen	und	

wie	vorher	beschrieben	in	Proteinfamilien	eingeclustert	(Nelson-Sathi	et	al.,	2015;	Weiss	et	al.,	2016).	

3.1.2 Identifizierung	der	homologen	Proteinfamilien	

Mit	 Hilfe	 von	 Sequenzvergleichen	 der	 fünf	 zu	 untersuchenden	 Proteine	 mit	 allen	 6,1	 Millionen	

Proteinen	konnten	homologe	Sequenzen	identifiziert	werden.	Hierzu	wurde	BLASTp	(Altschul	et	al.,	

1997)	mit	 einem	E-Schwellenwert	 von	£	 10-10	und	 lokaler	 Identität	 von	³	 25	%	 verwendet.	BLAST-

Treffer,	die	eine	globale	Aminosäureidentität	nicht	kleiner	als	25	%	aufwiesen,	wurden	anschließend	

mit	den	vorher	definierten	Proteinfamilien	verglichen.	Die	globale	Aminosäureidentität	wurde	mit	dem	

Algorithmus	Needle	von	EMBOSS	6.6.0	(Rice	et	al.,	2000)	ermittelt.	

Als	homologe	Proteinfamilie	wurde	die	Proteinfamilie	mit	der	höchsten	Anzahl	von	BLAST-Treffern	für	

die	entsprechende	Referenzsequenz	identifiziert.	Die	Verteilung	der	entsprechenden	BLAST-Treffer	für	

jedes	Referenzprotein	wurde	in	einer	Anwesenheitsmatrix	visuell	dargestellt.	

3.1.3 Identifizierung	der	Cysteinanzahl	

Das	Vorhandensein	und	die	Anzahl	der	Cluster-koordinierenden	Cysteinreste	ist	ein	Indiz	dafür,	ob	ein	

zu	den	Referenzen	homologes	Protein	als	direkter	Sauerstoffsensor	mit	einem	[Fe-S]-Cluster	agieren	

kann.	Aus	diesem	Grund	wurden	die	Sequenzen	der	Referenzproteine	mit	allen	BLAST-Treffern	der	
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homologen	Proteine	mit	Clustal	Omega	v1.2.4	(Sievers	et	al.,	2011)	verglichen	und	die	konservierten	

Cysteinreste	manuell	gesucht,	gezählt	und	farblich	in	den	Stammbäumen	markiert.	Es	wurden	neben	

der	 klassischen	Anzahl	 von	vier	Cysteinresten	auch	Varianten	mit	drei	 (grün	markiert),	 zwei	 (blau),	

einem	 (rot)	 oder	 keinem	 (grau)	 Cysteinrest/en	 identifiziert.	 Homologe	 Proteine,	 die	 keine	

konservierten	Cysteinreste	aufwiesen,	wurden	genauer	mit	der	Referenzsequenz	verglichen.	Für	FNRBs	

und	NreB	wurden	die	Proteinsequenzen	der	0Cys-Varianten	aus	den	Alignments	entfernt	und	neue	

phylogenetische	Stammbäume	konstruiert.	

3.1.4 Multiple	Sequenzalignments	und	Stammbaumrekonstruktion	

Die	 identifizierte	 homologe	 Proteinfamilie	 für	 FNR	 aus	 E.	 coli	 enthielt	 sehr	 viele	 ähnliche	

Proteinsequenzen	 derselben	 Art.	 Aus	 diesem	 Grund	 wurden	 bei	 Sequenzen	 mit	 einer	 globalen	

Identität	von	³	80	%	auf	Artenlevel	nur	die	längste	Sequenz	in	der	Proteinfamilie	belassen.	Von	der	

Entfernung	der	übrigen	Sequenzen	waren	keine	vorher	identifizierten	Cys-Varianten	betroffen.	

Die	in	der	homologen	Proteinfamilie	identifizierten	Proteinsequenzen	wurden	mit	der	entsprechenden	

Referenzsequenz	mittels	MAFFT	v7.299b	 (Katoh	&	Standley,	2013)	mit	den	gewählten	Optionen:	 --

localpair,	--maxiterate=1000	und	–anysymbol	verglichen.	Maximum	Likelihood	Stammbäume	wurden	

mit	Hilfe	von	RaxML	v8.2.8	(Stamatakis,	2014)	und	dem	PROTCATWAG	Model	konstruiert.	Für	CRP	aus	

E.	coli	wurde	kein	Stammbaum	konstruiert.	In	den	konstruierten	Stammbäumen	von	FNRBs	und	NreB	

wurden	mittels	Figtree	v1.3.1	die	Gruppen	an	einem	Ast	auf	Gattungsebene	zusammengefasst,	um	

übersichtlichere,	 schematische	 Stammbäume	 zu	 erhalten.	 Voraussetzung	 hierfür	 war	 die	 gleiche	

Anzahl	an	konservierten	Cysteinresten.		

3.1.5 Verwendete	Programme	und	Server	

Tabelle	1:	Verwendete	Programme	und	Server		

Programm/Server	 Beschreibung	 Referenz	

NCBI,	Pubmed	 Datenbank	mit	Literatur,	Genom-	und	
Proteindaten,	funktionellen	
Informationen,	etc.	

http://www.ncbi.nlm.nih.gov	

RCSB	PDB	 Datenbank	mit	Proteinstrukturen	 http://www.pdb.org	

UniProt	 Datenbank	mit	Proteinsequenzen	und	
funktionellen	Informationen	

http://www.uniprot.org	

BioCyc	 Genomdatenbank	mit	funktionellen	
Annotationen	

https://biocyc.org	

BLAST	 Vergleich	von	Nukleotid-	und	
Proteinsequenzen	

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/	

Clustal	Omega	 Vergleich	von	Proteinsequenzen	 https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/	

Chimera	 Visualisierung	von	Proteinstrukturen	 https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/	
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OligoCalc	 Primerdesign,	Berechnungen	von	
Schmelztemperaturen	etc.	

http://biotools.nubic.northwestern.edu/	
OligoCalc.html	

Clone	Manager		 Visuelles	Klonieren	 Version	5.0;	Sci-Ed	Software	

	

3.2 Verwendete	Bakterienstämme	und	Plasmide	

Alle	 konstruierten	 Stämme	 und	 Plasmide	 wurden	 zur	 Aufbewahrung	 in	 die	 Stammhaltung	 der	

Arbeitsgruppe	aufgenommen	und	in	1,5	ml	frischem	Medium	sowie	gleichem	Volumen	Glycerin	(50	%	

v/v)	bei	-80	°C	gelagert.			

Tabelle	2:	Verwendete	Stämme	aus	S.	carnosus	und	E.	coli	

Stamm	 Genotyp	 Referenz	

S.	carnosus	m1	 nreABC::ermBR,	Eryr	 (Fedtke	et	al.,	2002)	

E.	coli	XL1-Blue	 recA1,	supE44,	endA1,	hsdR17,	gyrA96,	relA1,	thi-1,	lac,	
[F’,	proAB,	lacIqZDM15,	Tn10	(Tetr)]	

Stratagene	

E.	coli	XL10-Gold	 Tetr	Δ(mcrA)183	Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173,	endA1,	
supE44,	thi-1,	recA1,	gyrA96,	relA1,	lac,	Hte	[F´	proAB	
lacIqZΔM15	Tn10	(Tetr)	Amy	Camr]	

Stratagene	

E.	coli	JM109	 recA1,	supE44,	endA1,	hsdR17,	gyrA96,	relA1,	thiD(lac-
proAB)	F´[traD36	proAB+,	lacIq,	lacZDM15]	

(Yanisch-Perron	et	al.,	1985)	

E.	coli	BTH101	 F-	cya-99,	araD139,	galE15,	galK16,	rpsL1	(Strr),	hsdR2,	
mcrA1,	mcrB1	

(Karimova	et	al.,	1998)	

E.	coli	M15		 [pREP4],	NaIS,	StrS,	RifS,	Thi-,	Lac-,	Ara+,	Gal+,	Mtl-,	F-,	
RecA+,	Uvr+,	Lon+,	Kanr	

Qiagen	

Alle	verwendeten	Plasmide	sind	tabellarisch	im	Anhang	(Tab.	A	1-5)	aufgelistet.	

3.3 Anzucht	der	Bakterien	

Zur	sterilen	Verwendung	der	Medien	und	Zuchtzusätze	wurden	diese	autoklaviert.	Hitzelabile	Stoffe	

wie	 Antibiotika	 wurden	 steril	 filtriert	 (0,45	 µm-Filter).	 Falls	 nicht	 anders	 beschrieben,	 wurde	 zur	

Herstellung	H2Odest.	verwendet.	

Generell	 erfolgte	 die	 Anzucht	 von	 E.	 coli	 in	 LB-Medium	 (Sambrook	 &	 Russell,	 2001),	 während	 S.	

carnosus	 in	BM-Medium	(Götz	&	Schumacher,	1987)	kultiviert	wurde.	BM-Medium	besteht	aus	LB-

Medium	mit	 1	 g/L	Glucose	 sowie	 1	 g/L	Na2HPO4.	 Für	 Zuchten	 der	 Reportergenstudien	 (Lipasetest)	

wurde	BML-Medium	 (LB-Medium	+	1	 g/L	Glucose)	 verwendet.	 In	Agarplatten	wurde	entsprechend	

15	g/L	Agar-Agar,	Kobe	 I	 zugesetzt.	Zur	Regeneration	der	E.	coli	 Zellen	nach	Transformation	diente	

SOC-Medium	(Sambrook	&	Russell,	2001),	welches	aus	SOB-Fertigmedium	(Roth)	und	3,6	g/L	Glucose	

hergestellt	wurde.	
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Den	Medien	wurde	das	entsprechende	Antibiotika	in	folgender	Endkonzentration	zugesetzt:	Ampicilin	

(Amp)	und	Streptomycin	(Strep):	100	µg/ml;	Kanamycin	(Kan):	50	µg/ml;	Erythromycin	(Ery):	25	µg/ml;	

Chloramphenicol	 (Cam):	 20	 µg/ml,	 sowie	 Tetracyclin	 (Tet):	 15	 µg/ml.	 Bei	 Verwendung	 von	 zwei	

verschiedenen	Antibiotika	wurde	die	angegebene	Endkonzentration	jeweils	halbiert.		

Aerobe	Vorkulturen	(VK)	wurden	in	5	ml	Medium	mit	entsprechendem	Antibiotika	über	Nacht	bei	37	°C	

und	180	UpM	gezüchtet.	Anaerobe	VK	(10	ml)	wurden	stehend	bei	37	°C	im	Brutschrank	kultiviert.	Das	

Beimpfen	der	Übernachtkultur	erfolgte	von	der	Platte	mit	einer	Einzelkolonie.	Die	Hauptkulturen	(HK)	

enthielten,	wenn	nicht	anders	beschrieben,	die	gleichen	Zusätze	wie	die	VK.	

Für	die	Herstellung	von	hitze-	oder	elektrokompetenter	Zellen	wurden	die	HK	zweiprozentig	mit	der	

entsprechenden	VK	inokuliert	und	aerob	in	Schikanenkolben	bei	37	°C	ohne	Antibiotikum	bis	zu	einer	

Optischen	Dichte	bei	578	nm	(OD578)	von	0,5-0,7	gezüchtet.		

Die	Anzucht	der	BTH101-Stämme	 für	die	BACTH-Interaktionsstudien	erfolgten	 in	deep	well-Platten	

(VWR,	 96er)	mit	 einem	 Kulturvolumen	 von	 500	µl.	 Neben	 Amp	 und	 Kan	wurden	 den	 Kulturen	 als	

Elektronenakzeptor	DMSO	(20	mM),	als	Induktionsmittel	IPTG	(0,5	µM)	und	optional	NaNO3	(10	mM)	

zugesetzt.	Zum	Beimpfen	der	semianaeroben	VK	wurden	Einzelkolonien	mit	Porzellankügelchen	von	

den	KAI-Platten	gepickt.	Nach	5-6	h	Wachstum	bei	30	°C,	wurden	die	HK	ein-	bis	zweiprozentig	mit	der	

VK	inokuliert.	Die	anaerobe	HK	wurde	im	Anaerobentopf	etwa	15	Minuten	unter	Vakuum	anaerobisiert	

und	anschließend	mit	Stickstoff	begast.	Zuchten	der	exponentiellen	Phase	(OD578	0,5-0,8)	wurden	für	

8	h,	Zuchten	der	stationären	Phase	(OD578	1,0-1,4)	für	16	h	bei	30	°C	inkubiert.	

Die	 Kultivierung	 von	 S.	 carnosus	 für	 die	 narG-lip-Reportergenstudien	 erfolgte	 aerob	 in	

Schikanenkolben	(300	ml)	oder	anaerob	in	Müller-Krempel-Flaschen	(125	ml)	in	40	ml	BML-Medium.	

Die	 entsprechendem	 VK	 wurden	 in	 frischem	 Medium	 gewaschen	 und	 in	 5	 bzw.	 1	 ml	 Medium	

resuspendiert.	Mit	Hilfe	der	resuspendierten	VK	wurden	die	HK	mit	entsprechenden	Zusätzen	auf	eine	

OD578	 von	 0,1	 ±	 0,01	 eingestellt.	 Aerobe	 HK	 wurden	 bei	 37	 °C	 und	 180	 UpM	 inkubiert,	 während	

anaerobe	 HK	 nach	 45minütiger	 Anaerobisierung	 unter	 Vakuum	 und	 mehrmaligem	 Begasen	 mit	

Stickstoff	 bei	 37	 °C	 im	 Wasserbad	 gezüchtet	 wurden.	 Bei	 einer	 OD578	 von	 0,5	 ±	 0,01	 wurde	 das	

Wachstum	 auf	 Eis	 gestoppt	 und	 1	 ml	 der	 Kultur	 entnommen.	 Durch	 Zentrifugation	 wurde	 der	

Kulturüberstand	von	den	Zellen	abgetrennt	und	bis	zur	Verwendung	bei	4	°C	gelagert.	

Für	das	aerobe	oxidative	in	vivo	Cystein-Crosslinking	wurde	der	Stamm	M15	mit	pQE31nreA*	in	500	µl	

LB-Medium	und	entsprechendem	Antibiotikum	(48-Well-Platte)	über	Nacht	bei	37	°C	und	1300	UpM	

(Titramax	1000;	Heidolph,	 Schwabach)	 gezüchtet.	Die	HK	wurde	 zweiprozentig	 inokuliert	und	nach	

zwei	 Stunden	 Wachstum	 mit	 1	 mM	 IPTG	 für	 vier	 weitere	 Stunden	 induziert.	 Die	 Anzucht	 der	

semianaeroben	VK	erfolgte	in	deep-well-Platten	bei	37	°C	für	etwa	20	Stunden.	Nach	zweiprozentiger	
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Inokulation	der	HK	sowie	direkter	Zugabe	von	1	mM	IPTG	wurde	die	Platte	ins	Anaerobenzelt	(95	%	N,	

5	%	H)	eingeschleust	und	anaerob	bei	ca.	30	°C	für	weitere	24	h	inkubiert.		

Die	 Anzucht	 der	 Zellen	 für	 das	 modifizierte	 Cystein-Crosslinking	 erfolgte	 analog	 zum	 aeroben,	

oxidativen	 in	 vivo	 Cystein-Crosslinking,	 jedoch	 wurden	 5	 ml	 Kulturvolumen	 in	 Reagenzgläsern	

gezüchtet.	Um	den	Effekt	von	Nitrat	zu	verifizieren	wurden	optional	10	mM	NaNO3	in	die	VK	sowie	HK	

gegeben.	Nach	der	Induktionsdauer	wurden	pro	Ansatz	je	zweimal	2	ml	Kultur	mittels	Zentrifugation	

geerntet	und	das	Zellpellet	bis	zur	weiteren	Verarbeitung	bei	-20	°C	eingefroren.	

Zur	 Vermeidung	 der	 Oxidation	 durch	 Luftsauerstoff	 erfolgte	 die	 Anzucht	 der	 Zellen	 für	 die	

Zugänglichkeitsstudien	 unter	 anaeroben	 Bedingungen.	 500	 µl	 VK	 wurde	 in	 deep-well-Platten	 mit	

entsprechendem	Antibiotikum	sowie	optional	10	mM	NaNO3	versetzt.	 Im	Anaerobentopf	fand	nach	

Anaerobisierung	unter	Vakuum	und	Begasung	mit	Stickstoff	das	Einschleusen	der	VK	ins	Anaerobenzelt	

statt.	 Dort	 wurden	 die	 VK	 bei	 etwa	 30	 °C	 für	 etwa	 20	 Stunden	 kultiviert.	 Die	 ebenfalls	 sterile,	

anaerobisierte	 HK	 (500	 µl	 LB	 inklusive	 Antibiotika	 und	 1	 mM	 IPTG,	 deep-well-Platte)	 wurde	 im	

Anaerobenzelt	zweiprozentig	inokuliert	und	für	24	h	inkubiert.	Durch	Zentrifugation	wurden	die	Zellen	

geerntet.	Im	Kontrollversuch	mit	PEG-Mal	wurden	die	Zellen	analog	angezüchtet,	allerdings	erfolgte	

die	Inokulation	der	HK	bereits	nach	8	h	Wachstum	der	VK.	

Zur	Bestimmung	des	Dimerisierungszustands	von	NreA	mittels	Gelfiltration	wurde	NreA	und	NreA-

Varianten	in	M15	Zellen	(pQE31nreA)	überproduziert.	Die	aerobe	HK	wurde	zweiprozentig	inokuliert	

und	ohne	Antibiotikum	bei	37	°C	gezüchtet.	Die	Zugabe	von	1	mM	IPTG	bei	OD578	von	0,5	startete	die	

fünfstündige	 Induktion.	 Im	 Anschluss	 wurden	 die	 Zellen	 geerntet	 und	 auf	 Eis	 bis	 zur	

Weiterverarbeitung	am	nächsten	Tag	gelagert.		

Für	die	Expressionsstudien	zum	Nachweis	der	Proteinstabilität	erfolgte	die	Kultivierung	der	Bakterien	

aerob	bei	30	°C	in	5	ml	LB-Medium	mit	entsprechenden	Zusätzen.	Die	HK	(5	ml	LB)	wurde	dreiprozentig	

inokuliert	und	bei	30	°C	aerob	für	3	h	inkubiert.	

3.4 Biochemische	Methoden	

3.4.1 Das	Bacterial	Two-Hybrid	(BACTH)-System	

Die	 Interaktion	zwischen	NreA	und	NreB	sowie	zwischen	NreA-Monomeren	wurde	 in	vivo	 in	E.	coli	

BTH101	untersucht	(Karimova	et	al.,	1998;	Karimova	et	al.,	2005).	Die	T18	und	T25	Fragmente	wurden	

an	 die	 zu	 untersuchenden	 Proteine	 fusioniert.	 Als	 Positivkontrollen	 wurden	 T18-zip	 und	 T25-zip	

eingesetzt.	Alle	verwendeten	Plasmide	sind	im	Anhang	in	Tab.	A	1	aufgelistet.	Es	wurden	je	10	ng	jedes	

Plasmidpaars	in	BTH101	co-transformiert,	auf	KAI-Platten	ausplattiert	(20	g/L	LB-Medium,	15	g/L	Agar-

Agar,	 Kobe	 I,	 25	µg/ml	Kan,	 50	µg/ml	Amp	und	0,5	mM	 IPTG)	und	 für	 etwa	40	 Stunden	bei	 30	 °C	

inkubiert.	
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Der	 b-Galaktosidasenachweis	 mit	 dem	 Substrat	 o-Nitrophenyl-b-D-Galaktopyranosid	 (ONPG)	

(Sambrook	&	Russell,	2001)	wurde	in	96-Well-Platten	sowohl	mit	Zellen	der	exponentiellen	(OD578	0,5-

0,8)	 als	 auch	 stationären	 (OD578	 1,0-1,4)	 Wachstumsphase	 durchgeführt.	 Zur	 Berechnung	 der	 b-

Galaktosidaseaktivität	in	Miller-Units	[MU]	wurde	folgende	Formel	verwendet:	(1000	.	DE420)	/	(t[min]	
.	V[ml]	.	DE570)	mit	t=20	min	und	V=0,2	ml.	Jedes	getestete	Interaktionspaar	wurde	mindestens	dreimal	

unabhängig	 co-transformiert,	 von	 denen	 jeweils	 vier	 Kulturen	 in	 Vierfachbestimmung	 analysiert	

wurden.	Der	Testpuffer	bestand	aus	100	mM	KPi	pH	7,0,	10	mM	KCl,	1	mM	MgCl2,	8	mM	DTT	(Alternativ	

2,7	ml/L	b-Mercaptoethanol),	0,005	%	(w/v)	CTAB	sowie	0,0025	%	(w/v)	DAS.	Pro	Well	wurden	30	µl	

ONPG	(4	mg/ml)	als	Substrat	und	50	µl	Na2CO3	(1	M)	als	Reaktionsstopp	eingesetzt.	

3.4.2 Quantitative	Bestimmung	der	Lipase	–	narG-lip-Reportergenstudien	

Für	die	Funktionsstudien	wurde	S.	carnosus	m1	verwendet,	welches	das	Testplasmid	mit	der	narG-lip-

Reportergenfusion	trug	(pMW1040	und	Derivate,	Tab.	A	2).	Die	Lipase	wird	von	den	Zellen	ins	Medium	

sekretiert,	sodass	die	Lipaseaktivität	im	zellfreien	Überstand	quantifiziert	werden	kann.	Als	Substrat	

diente	p-Nitrophenylcaprylat,	 welches	 durch	 die	 Lipase	 in	p-Nitrophenol	 und	 Caprylat	 hydrolysiert	

wird.	Der	Lipasetestpuffer	bestand	aus	5	mM	p-Nitrophenylcaprylat,	10	mM	CaCl2,	0,1	%	Triton	X-100	

und	 20	 mM	 Tris/HCl	 pH	 9,0	 (Rosenstein	 et	 al.,	 1992).	 225	 µl	 des	 Puffers	 wurden	 mit	 25	 µl	 des	

Überstandes	in	96-Well-Platten	gemischt.	Die	Produktion	von	p-Nitrophenol	wurde	für	25	min	mittels	

Kinetik	 photometrisch	 bei	 415	 nm	 bestimmt.	 Der	 Extinktionskoeffizient	 des	 Produkts	 betrug	

16,97.103	M-1cm-1.	Um	die	spezifische	Lipaseaktivität	 (U/g	Zelltrockenmasse	ZTM)	zu	quantifizieren,	

wurde	 die	 Hydrolyse	 von	 p-Nitrophenylcaprylat	 pro	 Minute	 sowie	 die	 Zelldichte	 der	 Kultur	

berücksichtigt.	1	U	entspricht	dabei	der	Umsetzung	von	1	µmol	Substrat	pro	Minute,	während	1	ml	

Zellkultur	mit	einer	OD578	von	1	einem	Trockengewicht	von	0,245	mg	entspricht	(Nilkens	et	al.,	2014).	

3.4.3 Präparation	von	NreA	

Die	Präparation	von	His6-NreA	oder	Varianten	wurde	laut	Herstellerangaben	(Qiagen)	durchgeführt.	

Geerntete	Zellen	wurden	in	Puffer	A	(50	mM	NaPi	pH	7,2,	300	mM	NaCl,	20	%	Glycerin	und	10	mM	

Imidazol)	resuspendiert	und	mittels	FrenchPress	(2-3	Durchgänge,	13,8	.	107	kg	s-2m-1)	aufgeschlossen.	

Nach	Zentrifugation	der	Zelltrümmer	wurden	die	Proteine	aus	dem	Überstand	mittels	His-Tag	über	

eine	 Ni-NTA-Säule	 mit	 1,5	 ml	 Bettvolumen	 isoliert.	 Für	 eine	 optimale	 Proteinausbeute	 wurde	 der	

Überstand	zweimal	auf	die	Säule	gegeben.	Nach	Waschen	der	Säule	mit	Puffer	B	(50	mM	NaPi	pH	7,2,	

1	M	NaCl,	20	%	Glycerin	und	20	mM	Imidazol)	wurden	die	Proteine	mit	Puffer	C	eluiert	(50	mM	NaPi	

pH	7,2,	300	mM	NaCl,	20	%	Glycerin	und	150	mM	Imidazol).		

Die	Konzentration	der	isolierten	Proteine	wurde	mit	Hilfe	der	Bradford	Methode	bestimmt	(Bradford,	

1976)	und	deren	Reinheit	mittels	SDS-PAGE	verifiziert.	
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3.4.4 Cystein-Crosslinking	

Das	 oxidative	 in	 vivo	 Cystein-Crosslinking	 der	 NreA-Varianten	 wurde	 wie	 bereits	 beschrieben	

durchgeführt	(Lee	et	al.,	1995;	Monzel	&	Unden,	2015).	100	µl	Zucht	wurden	mit	100	µl	der	Cu[III]-

(1,10-Phenanthrolin)3-Lösung	(4	mM	CuSO4,	3,33	mM	NaPi	pH	7,4	und	13	mM	1,10-Phenanthrolin)	in	

einer	48-Well-Platte	für	10	Minuten	bei	25	°C	unter	Schütteln	(1300	UpM,	Titramax	1000;	Heidolph,	

Schwabach)	inkubiert.	Die	Reaktion	wurde	durch	Zugabe	von	50	µl	einer	Kombination	aus	Stopplösung	

und	SDS-Probenpuffer	(20	mM	Tris,	8	mM	NaPi	pH	7,8,	12,5	mM	EDTA,	12,5	mM	NEM,	1,25	%	SDS,	

12,5	%	Saccharose	und	0,2	%	Bromphenolblau)	sowie	erhitzen	auf	99	°C	für	5	Minuten	gestoppt.	Für	

das	 anaerobe	 in	 vivo	 Crosslinking	wurde	der	Versuch	 im	 anaeroben	 Zelt	 (95	%	N	und	 5	%	H,	 Coy)	

durchgeführt.	 Zur	 Analyse	 des	 Crosslinkings	 wurden	 die	 Proben	 in	 SDS-PAGE	 und	 Western	 Blot	

eingesetzt.		

Für	das	modifizierte	Cystein-Crosslinking	wurden	die	geernteten	Zellen	in	400	µl	Puffer	A	(s.	Kapitel	

3.4.3)	inklusive	1	mM	DTT	als	Reduktionsmittel	resuspendiert	und	mit	sehr	wenigen	Glasperlen	in	der	

FastPrep-Zellmühle	 aufgeschlossen	 (2x	 20	 s,	 5,5	m/s).	 Durch	 Zentrifugation	wurden	 die	Glasperlen	

sowie	Zelltrümmer	abgetrennt	und	es	konnten	je	100	µl	des	Zellextrakts	in	den	Test	eingesetzt	werden.		

Die	Zugänglichkeitsstudien	der	NreA-Cysteinreste	wurden	nach	Monzel	und	Unden	(2015)	mit	einigen	

Anpassungen	 durchgeführt.	 Der	 vollständige	 Versuchsablauf	 erfolgte	 im	 anaeroben	 Zelt	 ohne	

Bestimmung	 der	 Zell-Proteinkonzentration.	 Geerntete	 Zellen	wurden	 in	 50	mM	HEPES	 pH	 6,8	 und	

250	mM	NaCl	resupendiert.	Die	Maleimidderivate	NEM	(50	mM)	und	PEG-Mal	(50	mM)	wurden	jeweils	

in	HEPES-Puffer	(50	mM	pH	6,8	und	50	mM	NaCl)	gelöst	und	nacheinander	für	1,5	h	bei	25	°C	mit	der	

Kultur	 inkubiert.	Vor	Zugabe	des	PEG-Mals	wurden	die	Zellen	mit	HEPES-Puffer	 inklusive	1,3	%	SDS	

(w/v)	permeabilisiert.	Die	Zugabe	von	2x-SDS-Probenpuffer	(250	mM	DTT)	sowie	Erhitzen	der	Probe	

(99	°C,	5	min)	stoppte	die	Reaktion.	Im	Kontrollversuch	wurde	der	NEM-Schritt	ausgelassen	und	die	

geernteten,	gewaschenen	Zellen	direkt	permeabilisiert	sowie	mit	PEG-Mal	inkubiert.		

3.4.5 Größenausschlusschromatographie	

Zur	 Bestimmung	 des	 Dimerisierungszustands	 von	NreA	wurden	 die	 Varianten	mit	 dem	 Prinzip	 der	

Gelfiltration	nach	 ihrer	Größe	über	eine	Superdex75-Säule	10/300	 (300	mm	Höhe,	24	ml	Volumen,	

10	 mm	 Durchmesser,	 GE	 Healthcare	 Life	 Sciences)	 aufgetrennt.	 Als	 Säulenmaterial	 diente	 eine	

vernetzte	Agarose-Dextranstruktur.	Neben	der	stationären	Phase	(Säulenmaterial)	wurde	als	mobile	

Phase	der	Laufpuffer	bestehend	aus	50	mM	Tris/HCl	pH	7,7	und	0,2	M	NaCl	verwendet.	Zum	Spülen	

und	 Reinigen	 der	 Säule	 wurde	 20	%	 EtOH	 sowie	Milli-Q-H2Odest.	 (Millipore)	 genutzt.	 Alle	 Lösungen	

wurden	vor	Verwendung	filtriert	und	im	Wasserschallbad	für	15	min/L	entgast.	Das	Probenvolumen	

von	1,5	ml	wurde	mit	einer	Durchflussgeschwindigkeit	von	1	ml/min	über	die	Säule	gegeben.	
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Zur	 Eichung	der	 Säule	wurden	 folgende	Proteine	 verwendet:	b-Amylase	 (Sigma;	 2,5	mg;	 200	 kDa);	

Albumin	Fraktion	V	 (BSA,	Roth;	3	mg;	67	kDa);	C-Amylase	 (Sigma;	2	mg;	29	kDa)	und	Cytochrom	C	

(Sigma;	4	mg;	12,4	kDa).		

3.4.6 SDS-PAGE,	Western	Blot	und	Antikörperfärbung	

Es	wurden	jeweils	20	µl	aller	Proben	aus	den	Cystein-Crosslinking-	bzw.	Zugänglichkeitsstudien	auf	die	

SDS-PAGE	(4	%	Sammelgel,	12,5	%	Trenngel	(Sambrook	&	Russell,	2001))	aufgetragen.	Zur	Verifizierung	

der	Reinheit	nach	Proteinisolation	wurden	20	µl	Protein	und	bei	der	Überprüfung	der	Proteinstabilität	

(Expression	von	BACTH-Plasmiden)	wurden	200	µg	Gesamtprotein	verwendet.	Die	Auftrennung	der	

Proteine	erfolgte	mittels	Mini-PROTEAN®-System	(Biorad)	bei	konstanter	Spannung	(100-150	V).	

Nach	Beendigung	der	SDS-Page	wurden	die	Gele	entweder	mit	Coomassie	Brilliant	Blue	gefärbt	oder	

die	 Proteine	wurden	 anschließend	 auf	 eine	 Nitrocellulosemembran	 (WhatmanTMGE,	 Healtcare	 Life	

Sciences)	übertragen.	Der	semidry	Western	Blot	erfolgte	bei	konstanter	Stromstärke	(0,8	mA/cm2)	für	

90	 Minuten.	 Für	 den	 Antikörpernachweis	 wurde	 monoklonales	 Anti-NreA-Serum	 aus	 Kaninchen	

(1:4000;	1	h	bei	RT;	Novoprolabs)	mit	dem	sekundären,	HRP-gekoppelten	Antikörper	Anti-igG	gegen	

Kaninchen	aus	Ziege	(1:10.000;	1	h	bei	RT;	Sigma-Aldrich)	kombiniert.	Die	Visualisierung	der	Banden	

erfolgte	 durch	 Chemilumineszenz	 mit	 dem	 Immobilon	 Western	 Chemiluminescent	 HRP	 Substrate	

(Millipore)	und	einem	Röntgenfilm	(LucentBlue	X-Ray	Film,	Advansta).	Die	Expositionszeit	variierte	je	

nach	Intensität	der	Chemilumineszenz	zwischen	1	Sekunde	und	1	Minute.	Zur	Entwicklung	des	Films	

wurde	dieser	in	Entwicklerlösung	inkubiert	(GBX	developer/replenisher)	und	direkt	im	Anschluss	mit	

H2Odest.	abgespült.	Es	folgte	die	Inkubation	in	Fixierlösung	(GBX	fixer/replenisher)	sowie	ein	erneutes	

Abspülen	mit	H2Odest..	Als	Basis	der	verwendeten	Puffer	diente	1xPBS	mit	jeweiligen	Zusätzen	(10xPBS	

pH	7,5:	137	mM	NaCl,	27	mM	KCl,	100	mM	Na2HPO4	sowie	20	mM	KH2PO4).	Der	Blockingpuffer	enthielt	

zusätzlich	3	%	BSA,	der	Waschpuffer	0,1	%	Tween20	und	der	Antikörperpuffer	0,1%	Tween20	sowie	

1	%	BSA.	

3.5 Molekulargenetische	Methoden	

3.5.1 PCR,	Restriktion,	Agarose-Gelelektrophorese,	Sequenzierung	

Für	die	Amplifikation	von	DNA-Fragmenten	sowie	zur	gerichteten	Mutagenese	von	Plasmiden	wurde	

die	 Phusionâ	 DNA-Polymerase	 (Thermo	 Fisher	 Scientific)	 verwendet.	 Die	 NreA-Substitutionen	 im	

narG-lip-Testplasmid	wurden	aufgrund	der	Größe	(11	kb)	mit	der	PfuUltraII	Fusion	HS	DNA-Polymerase	

eingefügt.	 Alle	 Punktmutationen	 wurden	 nach	 dem	 Site-Directed	 Mutagenesis	 Protokoll	 (Thermo	

Fisher	Scientific)	gerichtet	ausgetauscht.	Die	Durchführung	der	PCR	erfolgte	laut	Herstellerangaben.	

Die	für	die	PCR	benötigten	Primer	wurden	mittels	CloneManager	und	OligoCalc	designt	und	von	der	
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Firma	Eurofins	MWG	Operon	hergestellt.	Alle	verwendeten	NreA-Mutageneseprimer	sind	im	Anhang	

in	Tab.	A	6	aufgelistet.		

Die	DNA-Amplifikate	für	Klonierungen	wurden	vor	der	Weiterverwendung	mit	Hilfe	des	GenElute	PCR	

Clean-Up	 Kit	 (Sigma-Aldrich)	 aufgereinigt.	 Restriktionen	 der	 DNA-Moleküle	 wurden	 laut	

Herstellerangaben	der	entsprechenden	Enzyme	durchgeführt.		

Zur	Überprüfung	der	PCR	sowie	von	Restriktionsverdauen	wurden	die	DNA-Fragmente	(versetzt	mit	1x	

Loading	Dye;	Thermo	Fisher	Scientific)	in	einem	1	%igen	Agarosegel	ihrer	Größe	nach	aufgetrennt.	Der	

Agarose	wurde	der	fluoreszierende	Farbstoff	RedSafeTM	(25	µl/L;	iNtRON	Biotechnology)	beigesetzt.	

Die	Agarosegelelektrophorese	wurde	in	1x	TAE-Puffer	durchgeführt	(50x	TAE-Puffer	pH	8,0:	242	g/L	

Tris,	57,1	ml/L	Essigsäure	und	50	mM	Na2-EDTA).	

Die	 eingefügten	 Mutationen	 oder	 Klonierungen	 wurden	 durch	 Sequenzierung	 von	 der	 Firma	 LGC	

Genomics	(Berlin)	auf	Richtigkeit	überprüft.	Um	DNA	aus	S.	carnosus	sequenzieren	zu	lassen,	musste	

das	 zu	 sequenzierende	 Fragment	 zunächst	 durch	 PCR	 amplifiziert	 werden.	 Dies	 diente	 der	

Konzentrationserhöhung	des	Plasmids,	da	durch	die	Plasmidisolierung	in	S.	carnosus	auch	genomische	

DNA	mitisoliert	wird.	Anschließend	folgte	die	Aufreinigung	mit	dem	GenElute	PCR	Clean-Up	Kit	(Sigma-

Aldrich).	Alle	verwendeten	Sequenzierungsprimer	sind	im	Anhang	in	Tab.	A	7	aufgelistet.	

3.5.2 Klonierung	der	pMW1040-Derivate	(narG-lip-Testplasmid)	

Aufgrund	der	Plasmidgröße	von	11	kb	kann	es	während	der	gerichteten	Mutagenese	zu	zusätzlichen	

Mutationen	 kommen.	 Um	 dieses	 auszuschließen	 wurde	 das	 mutierte	 nreA-Gen	 aus	 pMW1040	

amplifiziert,	mit	den	vorhandenen	Schnittstellen	SacI	und	XbaI	(bei	W112	und	V117:	XbaI	und	PmeI)	

geschnitten	 und	 mit	 dem	 ebenfalls	 verdauten,	 wildtypischen	 Vektor	 pMW1040	 ligiert.	 Nach	 dem	

Verdau	des	Vektors	wurde	dieser	mit	Hilfe	des	GenElute	Gel	Extraction	Kit	(Sigma-Aldrich)	gewonnen	

und	aufgereinigt.	Die	Restriktion	sowie	Ligation	der	DNA-Moleküle	erfolgten	nach	Herstellerangaben.		

Tabelle	3:	Verwendete	Primer	und	Restriktionsenzyme	zur	Umklonierung	der	NreA-Varianten	in	pMW1040.	

Amplifikationsprimer	 Amplifikatlänge	 Restriktionsenzyme	 NreA-Varianten	

F_seq_SD_nreA	
NreA_Y95A_rev	 689	bp	 SacI/XbaI	 R21A	–	G75A	

pMW1040_nreAB_XbaI_F	
pMW1040_nreB_PmeI-R	

1171	bp	 XbaI/PmeI	 W112A,	V117A	

	

3.5.3 Plasmidisolierung	aus	E.	coli	und	S.	carnosus	

Zur	Isolation	von	Plasmiden	wurde	das	GeneElute	HP	Plasmid	Miniprep	Kit	(Sigma-Aldrich)	verwendet.	

Aufgrund	der	dicken	Mureinschicht	des	grampositiven	S.	carnosus,	mussten	die	Zellen	zusätzlich	mit	
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einer	mechanischen	Lyse	aufgeschlossen	werden.	Nach	Zugabe	des	Resuspensionspuffer	wurde	dem	

Ansatz	Glasperlen	(Æ	0,1	mm)	zugesetzt	und	in	der	FastPrep-Zellmühle	für	20	Sekunden	bei	5,5	m/sek	

lysiert.	Die	Glasperlen	wurden	nach	dem	Neutralisationsschritt	mittels	Zentrifugation	abgetrennt	und	

das	weitere	Herstellerprotokoll	konnte	durchgeführt	werden.		

Für	die	Konzentrationsbestimmung	der	DNA-Moleküle	wurden	3	µl	DNA	mit	70	µl	H2Odest.	verdünnt	

und	mit	dem	BioPhotometer	(Eppendorf)	gemessen.	

3.5.4 Transformation	durch	Hitzeschock	und	Elektroporation	

Die	mittels	gerichteter	Mutagenese	erhaltenen	PCR-Produkte	wurden	 in	hitzekompetente	XL1-Blue	

oder	 XL10-Gold	 transformiert.	 Zur	Herstellung	 der	 Zellen	wurde	 TSB-Medium	bestehend	 aus	 10	%	

(w/v)	 PEG	 6000,	 10	 mM	 MgSO4	 und	 10	 mM	 MgCl2	 verwendet	 (Sambrook	 &	 Russell,	 2001).	 Die	

Herstellung	von	elektrokompetenter	E.	coli	Zellen	(JM109,	BTH101,	M15)	verlief	analog	zur	Herstellung	

hitzekompetenter	Zellen,	jedoch	wurde	eisgekühlter	Glycerin-MOPS-Puffer	(1	mM	MOPS,	15	%	(v/v)	

Glycerin)	verwendet	(Sambrook	&	Russell,	2001).	Für	die	Lagerung	wurden	die	Zellen	aliquotiert	und	

bei	-80	°C	eingefroren.	

Für	die	Durchführung	des	Hitzeschocks	wurden	50	µl	Zellen	zusammen	mit	1-3	µl	DpnI-verdautem	PCR-

Produkt	auf	Eis	inkubiert,	für	45	Sekunden	bei	42	°C	erhitzt	und	anschließend	wieder	für	2	Minuten	auf	

Eis	 gekühlt.	 Intakte	 Plasmide	 (50-100	 ng;	 BACTH:	 je	 10	 ng)	 wurden	 in	 elektrokompetente	 Zellen	

transformiert.	 Die	 Elektroporation	 erfolgte	 bei	 2500	 V	 mit	 dem	 Eporator	 von	 Eppendorf.	 Der	

Zellregeneration	folgte	das	Ausplattieren	auf	die	entsprechendem	Agarplatten.		

Elektrokompetente	S.	 carnosus	m1	Zellen	wurden	durch	 je	 dreimaliges	Waschen	mit	 eisgekühltem	

Wasser	 sowie	 Glycerin	 (10	 %,	 v/v)	 und	 anschließendem	 Resuspendieren	 in	 Elektroporationspuffer	

(Lofblom	et	al.,	2007)	hergestellt.	Dieser	bestand	aus	0,5	mM	D-Saccharose	und	10	%	Glycerin	(v/v).	

Für	 die	 Transformation	 wurden	 60	µl	 Zellen	 mit	 mindestens	 5	µg	 Plasmid-DNA	 gemischt	 und	 bei	

Raumtemperatur	für	einige	Minuten	inkubiert.	Zur	Regeneration	(mind.	2	h)	nach	der	Elektroporation	

wurde	BM-Medium	verwendet.
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4 Ergebnisse	

Der	 Ergebnisteil	 gliedert	 sich	 in	 zwei	 unabhängige	 Teile.	 Zunächst	 werden	 die	 bioinformatischen	

Resultate	zur	phylogenetischen	Verteilung	der	O2-Sensoren	präsentiert.	Anschließend	folgen	die	Daten	

zur	Interaktion	zwischen	dem	O2-Sensor	NreB	und	dem	Nitratsensor	NreA	aus	S.	carnosus.		

FNR	aus	E.	coli	und	B.	subtilis,	NreB	aus	S.	aureus	und	WhiB3	aus	M.	tuberculosis	besitzen	ähnliche	

[4Fe-4S]-Cluster	 und	 eine	 ähnliche	 Reaktion	 des	 Clusters	 mit	 O2,	 erfüllen	 aber	 unterschiedliche	

Funktionen	in	den	entsprechenden	Bakterien.	Sie	agieren	als	direkte	Sauerstoffsensoren,	um	sich	an	

die	äußeren	Umweltbedingungen	anzupassen,	regulieren	aber	unterschiedliche	Zielgene	und	weisen	

eine	unterschiedliche	Aktivitätsregulation	sowie	unterschiedliche	Wirkungsmechanismen	auf	(Crack	et	

al.,	2017;	Gruner	et	al.,	2011;	Nilkens	et	al.,	2014;	Singh	et	al.,	2009).	

Zur	Klärung	der	Frage,	ob	die	Sensoren	unabhängig	voneinander	entstanden	sind	oder	ob	sie	einen	

gemeinsamen	Vorfahren	besitzen,	wurden	bioinformatische	Analysen	mit	Hilfe	der	Arbeitsgruppe	von	

Prof.	 Dr.	 Martin	 vom	 Institut	 für	 Molekulare	 Evolution	 der	 Heinrich-Heine-Universität	 Düsseldorf	

durchgeführt.		

Eine	Anwesenheitsmatrix	 stellt	 eine	visuelle	Darstellung	der	Verteilung	von	Referenzproteinen	und	

deren	homologen	Proteinsequenzen	dar.	Den	konstruierten	phylogenetischen	Stammbäumen	liegt	die	

Maximum	 Likelihood-Analyse	 zu	 Grunde.	 Alle	 Stammbäume	 sind	 ungewurzelt,	 sodass	 theoretisch	

jeder	Ast	 innerhalb	des	Baumes	gedreht	werden	kann.	Die	Astlänge	 stellt	 die	 evolutionäre	Distanz	

zwischen	den	Proteinen	dar,	d.h.	wie	viele	Aminosäureaustausche	es	pro	Stelle	 im	Protein	gegeben	

hat.	Eine	kurze	Astlänge	verweist	auf	wenige	Austausche,	sodass	die	Proteine	auf	Aminosäureebene	

ähnlicher	zueinander	sind.	Bei	großer	Astlänge	verhält	es	sich	umgekehrt.	Die	Astlänge	lässt	allerdings	

keine	Aussage	über	eine	Zeiteinheit	zu,	da	nicht	bekannt	ist,	wie	schnell	z.B.	ein	Austausch	geschieht	

oder	wie	viele	Austausche	zur	selben	Zeit	stattfanden.	Der	Verwandtschaftsgrad	der	Proteine	oder	gar	

der	Bakterien	lässt	sich	nicht	anhand	der	konstruierten	Bäume	ablesen.		

4.1 Phylogenetische	Verteilung	von	FNR,	NreB,	WhiB3	und	CRP	

Die	 Anwesenheitsmatrix	 in	 Abb.	 10	 gibt	 an	 in	 welchem	 Bakterienphylum	 bzw.	 in	 welcher	

Bakterienklasse	die	homologen	Proteinsequenzen	identifiziert	wurden.	Auf	der	vertikalen	Matrixachse	

sind	die	definierten	Bakterienphyla	aufgelistet.	Die	Phyla	Firmicutes	und	Proteobacteria	sind	zusätzlich	

in	 ihre	Klassen	untergliedert.	 Ein	 schwarzer	 Strich	 innerhalb	der	Matrix	 steht	 für	einen	homologen	

Treffer	 in	 der	 BLAST-Suche	 mit	 dem	 jeweiligen	 Referenzprotein,	 welches	 an	 der	 horizontalen	

Matrixachse	abzulesen	ist.	
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Abb.	10:	Anwesenheitsmatrix	der	 [Fe-S]-haltigen	Sensoren	FNR,	NreB,	WhiB3	und	dem	globalen	Genaktivator	CRP.	Die	
Anwesenheitsmatrix	 zeigt	 die	 Verteilung	 der	 mittels	 BLAST-Suche	 identifizierten	 homologen	 Proteine	 zum	 jeweiligen	
Referenzprotein.	Ein	Strich	steht	für	ein	homologes	Protein	im	entsprechenden	Bakterium.	Auf	der	vertikalen	Matrixachse	
lassen	sich	die	Bakterienphyla	ablesen.	

Die	Matrix	weist	sehr	viele	zu	FNREc	homologe	Proteine	innerhalb	der	a-,	b-	und	g-Proteobakterien	auf,	

welche	durch	die	vielen	Hits	(schwarze	Linien)	verdeutlicht	werden.	Zusätzlich	gibt	es	einzelne	Treffer	

innerhalb	der	Clostridia,	der	Spirochaetes	und	der	Bacteroidetes.	Im	Gegensatz	dazu	finden	sich	vor	

allem	innerhalb	der	Bacilli	homologe	Proteine	von	FNRBs.	Vereinzelte,	zusätzliche	Treffer	sind	innerhalb	

der	Clostridia,	der	Negativicutes,	der	Bacteroidetes	und	der	Actinobacteria	 identifizierbar.	Für	NreB	

aus	S.	aureus	können	die	meisten	homologen	Proteine	in	den	Bacilli	registriert	werden,	wobei	auch	
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hier	zusätzliche	Treffer	außerhalb	der	Bakterienklasse	zu	finden	sind.	Vereinzelte	homologe	Sequenzen	

zu	NreBSa	sind	innerhalb	der	Firmicutes,	der	Actinobacteria,	der	Proteobacteria,	der	Spirochaetes,	der	

Planctomycetes	und	innerhalb	Deinococcus-Thermus	vertreten.	Zu	M.	tuberculosis	WhiB3	homologe	

Proteine	sind	ausschließlich	auf	die	Actinobakterien	begrenzt.	Der	globale	Regulator	CRP	aus	E.	coli	

zeigt	in	fast	allen	Bakterienphyla	homologe	Proteine,	wobei	die	meisten	innerhalb	der	Actinobakterien	

und	der	Proteobakterien	zu	finden	sind.	

Zusammenfassend	lässt	sich	sagen,	dass	CRP	in	allen	Bakterienphyla	vertreten	ist,	wohingegen	die	[Fe-

S]-haltigen	 Sensoren	 FNR,	NreB	 und	WhiB3	 in	 bestimmten	 Klassen	 bzw.	 Phyla	 dominant	 sind.	 Des	

Weiteren	gibt	es	zusätzliche	homologe	Proteine	außerhalb	dieser	Klassen.	

4.2 FNREc	aus	E.	coli	

Während	der	BLAST-Suche	konnten	für	FNR	aus	E.	coli	664	homologe	Proteine	identifiziert	werden.	

Aufgrund	der	großen	Anzahl	wurden	redundante	Daten	derselben	Art	mit	einer	globalen	Identität	von	

≥	80	%	aus	dem	Alignment	entfernt.	Dadurch	reduzierte	sich	die	Anzahl	der	homologen	Proteine	auf	

414.	 Von	 diesen	 verbleibenden	 Homologen	 waren	 95	 %	 innerhalb	 der	 Proteobakterien	 zu	 finden,	

wobei	ca.	40	%	in	den	γ-Proteobakterien	vertreten	sind	(Abb.	11).	Die	restlichen	5	%	der	homologen	

BLAST-Treffer	 zählen	 zu	 den	 Bacteroidetes	 (6x),	 den	 Clostridien	 (6x),	 den	 Spirochaetes	 (3x)	 und	

anderen	Bakterienklassen.	

4.2.1 Cysteinvarianten	von	FNREc	

Um	 festzustellen	 ob	 die	 homologen	 Proteine,	 die	 für	 die	 Bindung	 des	 [Fe-S]-Clusters	 wichtigen	

Cysteinreste	vorweisen,	wurden	alle	Proteinsequenz	mit	der	Referenzsequenz	von	FNREc	verglichen	

und	auf	das	Vorhandensein	dieser	Reste	untersucht.	Es	konnten	Varianten	 identifiziert	werden,	die	

weniger	 als	 vier	 konservierte	 Cysteinreste	 aufwiesen.	 Diese	 Varianten	 wurden	 ihrer	 Cysteinanzahl	

entsprechend	farblich	im	Stammbaum	markiert	(Abb.	A	1).	Da	der	FNREc	-Stammbaum	aufgrund	der	

vielen	homologen	Proteine	sehr	groß	ist,	wurden	auch	die	Proteobakterien	entsprechend	ihrer	Klasse	

farblich	 hinterlegt	 (α:	 hellgelb,	 β:	 blau,	 γ:	 grün).	 Alle	 Homologen	 der	 Proteobakterien	 stehen	

zusammen	an	einem	sehr	großen	Hauptast	den	restlichen	fünf	Prozent	der	Proteine	gegenüber.	Die	

Homologen	einer	Klasse	der	Proteobakterien	sind	bis	auf	wenige	Ausnahmen	zusammen	gruppiert,				

d.	h.	beispielsweise	alle	Homologen	der	β-Proteobakterien	bilden	einen	Bereich	des	Stammbaumes,	in	

dem	keine	Homologen	anderer	Bakterienklassen	vorkommen.	
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Abb.	11:	Verteilung	der	homologen	FNREc	 Proteine	und	der	Cysteinvarianten.	Die	dargestellten	Daten	basieren	auf	den	
Ergebnissen	der	BLAST-Suche.	A)	zeigt	in	welchen	Bakterienklassen	die	homologen	Proteine	vorkommen.	B)	gibt	die	Anzahl	
der	identifizierten	Cysteinvarianten	innerhalb	der	Bakterienklasse	an.	Die	α-,	β-	und	γ-Proteobacteria	sind	entsprechend	der	
Farben	 im	 Stammbaum	 hellgelb,	 blau	 und	 grün	 hinterlegt.	 Die	 Cysteinvarianten	 sind	 entsprechend	 ihrer	 Anzahl	 farblich	
markiert:	0Cys	(grau),	1Cys	(rot),	2Cys	(blau),	3Cys	(grün)	und	4Cys	(weiß).	

In	Abb.	11	 ist	die	Verteilung	der	homologen	Proteine	 in	 ihrer	Bakterienklasse,	sowie	die	Anzahl	der	

identifizierten	 Cysteinvarianten	 innerhalb	 dieser	 Klassen	 dargestellt.	 Es	 gehören	 knapp	 40	 %	 der	

homologen	Proteine	zu	den	γ-,	30	%	zu	den	α-	und	25	%	zu	den	β-Proteobacteria.	79	%	aller	414	BLAST-

Treffer	besitzen	die	wichtigen	Cysteinreste	C-x2-C-x5-C-x92-C	für	die	[Fe-S]-Cluster-Koordination.	Sieben	

homologen	Proteinen	fehlt	einer	der	Cysteinreste.	Diese	werden	als	3Cys-Varianten	(grün	dargestellt)	

bezeichnet.	Sie	sind	vor	allem	in	den	Bacteroidetes	(5x)	vertreten,	aber	auch	innerhalb	der	Clostridia	

(1x)	 und	 innerhalb	 der	 γ-Proteobacteria	 (1x).	 In	 18	 homologen	 Proteinen	 fehlen	 zwei	 konservierte	

Cysteinreste.	Die	2Cys-Varianten	(blau	dargestellt)	sind	sowohl	innerhalb	der	α-	(5x),	β-	(6x)	und	γ-	(3x)	

Proteobakterien	zu	finden	als	auch	 in	Bacteroidetes,	Clostridia,	Bacilli	und	Tenericutes	 (je	1x).	FNR-

ähnliche	Proteine	mit	nur	einem	konservierten	Cysteinrest	existieren	in	Proteobakterien	und	Opitutus	

terrae.	 Etwa	die	Hälfte	der	 siebzehn	1Cys-Varianten	konnten	 in	den	α-Proteobakterien	 identifiziert	

werden,	wohingegen	je	ein	Viertel	in	β-	und	γ-Proteobakterien	vertreten	sind.	Etwa	elf	Prozent	aller	

BLAST-Treffer	 besitzen	 keine	 konservierten	 Cysteinreste,	 wobei	 sich	 45	 innerhalb	 der	 α-

Proteobakterien	 befinden.	 Die	 übrigen	 zwei	 0Cys-Varianten	 kommen	 innerhalb	 der	 β-	 und	 δ-

Proteobakterien	vor.		

Generell	lässt	sich	festhalten,	dass	die	verschiedenen	Cysteinvarianten	verstreut	über	den	gesamten	

Stammbaum	 zu	 finden	 sind	 und	 nur	 wenige	 Varianten	 zusammen	 gruppiert	 vorkommen.	 Zwei	

Ausnahmen	sind	zum	einen	die	Varianten	außerhalb	der	Proteobakterien,	die	alle	zusammen	an	einem	

Ast	stehen	und	zum	anderen	die	0Cys-Varianten	innerhalb	der	α-Proteobakterien.	
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Da	das	Fehlen	der	konservierten	Cysteinreste	ebenfalls	auf	das	Fehlen	des	wichtigen	[Fe-S]-Clusters	

hindeutet,	werden	die	Cysteinvarianten	näher	untersucht.	

4.2.2 0Cys-Varianten	von	FNREc	

Innerhalb	 der	 α-Proteobakterien	 sind	 viele	 homologe	 Proteine	 zu	 finden,	 die	 keine	 konservierten	

Cysteinreste	besitzen.	Laut	Datenbankrecherche	handelt	es	sich	oftmals	um	Transkriptionsregulatoren	

der	 FixK-Familie,	 die	 Teil	 der	 CRP-FNR-Superfamilie	 sind	 und	 über	 den	 gesamten	 Sequenzbereich	

Ähnlichkeiten	zu	FNREc	aufweisen.	

FNR_Ec                      -MIPEK----------RIIRRIQSGGCA-IHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIER 48 
Desulfomicrobium baculatum  -----------------------------MDF-MTTMAGSTLFKGLPEDELRQLERIS-E 29 
Burkholderia xenovorans     -----------MKDDVSAPSRYRPSIFAVP-FQR--HGDGTAVELLSPSEQDALIAI-SR 45 
Parvularcula bermudensis    ------------------------------------------------------MRA-LD 5  
Bradyrhizobium sp           ---MLNQSITHSVVNTNAPHAVPSPAANAPAANP--FA-----EI-----TGHAGLI-AS 44 
Bradyrhizobium japonicum    MAQMLTQTLKTQVINTQIGGKIAPP---HQVSDQ--FG-----AI-----TGHVGLV-AT 44 
Sinorhizobium meliloti      ---------------MYAAVKAKPQSIEVEHLGP--A---------------PMSGP-HL 27 
Mesorhizobium loti          -------------MHAYTASRISLPSHSAQPSLP--VA-----F--------DSETQ-QP 31 
Rhizobium leguminosarum     -MQAVS----------NIHSLERPRAHGMIDF-------------------APLFMR-QT 29 
Methylobacterium nodulans   -MHPLSQ-----TATIRTGTSAPPAVLGRPTL-------------------ASIFLG-RP 34	

Abb.	12:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	FNREc	und	0Cys-Varianten.	Die	Proteine	ohne	konservierten	Cysteinrest	sind	
grau	dargestellt.	Konservierte	Cysteine	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt.	Die	Zahlen	geben	die	Position	
der	Aminosäure	(AS)	in	der	Sequenz	an.	

Abb.	12	zeigt	den	Sequenzvergleich	zwischen	0Cys-Homologen	aus	Proteobakterien	und	FNREc.	Bis	auf	

Desulfomicrobium	 (δ-)	 und	 Burkholderia	 (β-)	 gehören	 alle	 zu	 den	 α-Proteobakterien.	 In	 der	

Cysteintragenden	 N-terminalen	 Domäne	 der	 Proteine	 finden	 sich	 keine	 Übereinstimmungen.	

Ähnlichkeiten	treten	ausschließlich	im	restlichen	Protein	auf.	Neben	den	0Cys-Varianten,	die	eindeutig	

kein	 Cysteinmotiv	 besitzen,	 gibt	 es	 auch	 Varianten,	 die	 im	 Bereich	 des	 N-Terminus	 Cysteinreste	

aufweisen.	

FNR_Ec                       ------MIPEKRIIRR-IQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIERKKPIQ 53 
Pseudovibrio sp              MV----SATL--------------TKLSDLDGQAPFNGCQENFRQSEVMEKHLGRKQRLS 42 
Sinorhizobium fredii         MSVQVLRSKEGQA-----------AAMGLATLAVPDLPCLF----------SRRPVERVA 39 
Caulobacter segnis           -----------MLSPIRAQSFEPTVHLDANLDAVLATPC---------------ACPRFA 34 
Rhodopseudomonas palustris   MLNQSLRA--HTAAKAPV---D--PSCSPAVQFFATTGHAG----------LIASEFSYK 43 
Nitrobacter winogradskyi     MHTQTISAPAARILDIPH---A--TAAEPVDPFSAIARCSG----------VIATEFSYK 45 
Methylobacterium nodulans    ---MAIAASHSQLLPAPG---G--PVAGRRHDLPMLTTSSE----------LVSTLSTYG 42 
Methylobacterium extorquens  ------MAPEITLLPASHVAAS--VALGCNDSTVLFAGCPE----------LIGTPFSYG 42                                                                                            	

Abb.	13:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	FNREc	und	0Cys-Varianten	mit	zusätzlichen	Cysteinresten.	Die	Proteine	ohne	
konservierten	 Cysteinrest	 sind	 grau	 dargestellt.	 Konservierte	 Cysteine	 des	 [Fe-S]-Cluster-bindenden	 Motivs	 sind	 gelb	
unterlegt,	zusätzliche	Cysteinreste	türkis.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Abb.	 13	 zeigt	 den	 Sequenzvergleich	 der	 als	 0Cys-Varianten	 bezeichneten	 Homologen,	 die	 am	 N-

Terminus	 nicht	 konservierte	 Cysteinreste	 aufweisen.	 In	 diesen	 Fällen	 ist	 die	 Identifizierung	 der	

Varianten	 schwierig,	 da	 zwar	 Cysteinreste	 vorhanden	 sind,	 diese	 aber	 in	 den	 Alignments	 nicht	

zusammen	gruppieren.	Die	fehlende	Konservierung	der	Cysteinposition	innerhalb	der	Sequenzen	gilt	

als	Hauptargument	für	die	Benennung	dieser	Homologen	als	0Cys-Varianten.		
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Alle	0Cys-Homologe	zeigen,	abgesehen	von	dem	Cysteintragenden	N-terminalen	Bereich,	im	globalen	

Sequenzvergleich	eine	große	Ähnlichkeit	mit	 FNREc.	 Somit	 kann	angenommen	werden,	dass	es	 sich	

wirklich	um	FNREc-Homologe	handelt,	die	eventuell	eine	andere	Funktion	außerhalb	des	direkten	O2-

Sensings	angenommen	haben.	

4.2.3 1Cys-Varianten	von	FNREc	

Homologe	 Proteine	 mit	 einem	 konservierten	 Cysteinrest	 sind	 innerhalb	 der	 Proteobakterien	 und	

Opitutus	 terrae	 zu	 finden.	 Der	 vierte	 Cysteinrest	 (C4)	 des	 Cluster-Bindemotivs	 ist	 am	 häufigsten	

konserviert,	 wobei	 auch	 C1	 (Methylobacterium)	 oder	 C3	 (Variovorax	 paradoxus)	 konserviert	 sein	

können	(Abb.	A	5).	Die	meisten	Bakterien,	die	1Cys-Homologe	besitzen,	weisen	ebenfalls	Homologe	

mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv	auf.	Ausnahmen	sind	O.	terrae	sowie	die	Proteobakterien	Va.	

paradoxus,	Laribacter	hongkongensis	und	Paracoccus	denitrificans.		

Xanthomonas oryzae         ------------------------------------------------------------ 0 
Paracoccus denitrificans   ----------------------------------------------MKFYRRYEAGQVVV 14 
Taylorella asinigenitalis  -----------------------------MPNGKLPNNLKITEDIIVKERIRIPKKEALY 31 
Xanthomonas albilineans    ------------------------------------------------------------ 0 
Rhodoferax ferrireducens   -----------------------------MPLGLSEEELDLIDD-MVAARRTVKRGSLLF 30 
Laribacter hongkongensis   --------------------------------------MSQLDA-VIRQSRRLKRGEYLF 21 
Alteromonas sp             -----------------------------MPVALNKTEIESLDD-IIERKKPLHKSDLLV 30 
FNR_Ec                     MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDN-IIERKKPIQKGQTLF 59 
Klebsiella pneumoniae      ------------------------------------------------------------ 0	
Xanthomonas oryzae         RVCRTPMA---QMRERYPQLKRKLLQRAGMELAAAQDTCLPLARLQPSERRRISCCGLQP 93 
Paracoccus denitrificans   VLCCFRRKPFEKLLIDNPRIASRLLEMTLDELDAARDWLLLLGRKSAREKIASLLVILAR 132 
Taylorella asinigenitalis  EVCLLAVKDIEHMLEEFTEIREVMVGLVGTEISRSHNMILTLGSLNADQKLAMFLQDTAQ 151 
Xanthomonas albilineans    SICELPYTQLQKVMTEVPSLQHQLIRAISRELVAEQHHLVMMGRPQAQERLAIFLRSLSE 93 
Rhodoferax ferrireducens   EVCVMPFDRIEELSRAVNSLQRHVHKIMSREIVREHGVMLLLGSMRAEERLATFLLNLVQ 150 
Laribacter hongkongensis   EVCELPFVRMESLGREIPSLQHHFFRLMSREIVRDQSVMLLLGNMKAEERLAAFLLNLSQ 141 
Alteromonas sp             MVCELPYETLDEMSVQFPKLRHQIMSFMSAEIKQDHDLMMLLNKRSAEERLLYFLSQLSQ 150 
FNR_Ec                     MVCEIPFETLDDLSGKMPNLRQQMMRLMSGEIKGDQDMILLLSKKNAEERLAAFIYNLSR 179 
Klebsiella pneumoniae      MVCEIPFETLDDLSGKMPNLRQQMMRLMSGEIKGDQDMILLLSKKNAEERLAAFIYNLSR 81 
                            :*         :      :   .      *:   :   : :      ::          	

Abb.	 14:	 Ausschnitt	 des	 Sequenzvergleichs	 von	 FNREc	 und	 verkürzten	 1Cys-Varianten.	 Die	 Homologen	 mit	 einem	
konservierten	Cysteinrest	sind	rot	dargestellt.	Konservierte	Cysteine	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt.	
Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Die	in	Abb.	14	gezeigten	Varianten	besitzen	alle	den	vierten	FNREc-Rest	(Cys122),	jedoch	fehlen	die	drei	

N-terminalen	 Cysteinreste.	 Der	 Grund	 für	 die	 fehlenden	 drei	 Cysteinreste	 dieser	 Proteine	 ist	 eine	

Verkürzung	der	Sequenz.	Dies	gilt	sowohl	für	die	Varianten	aus	den	γ-Proteobakterien	als	auch	für	die	

1Cys-Homologen	 aus	 den	 α-	 (Paracoccus)	 und	 β-Proteobakterien	 (Taylorella,	 Rhodoferax	 und	

Laribacter).	 Insgesamt	 sind	 die	 Sequenzen	 der	 Homologen	 zwischen	 25	 (Alteromonas	 sp)	 und	 150	

(Xanthomonas	oryzae)	Aminosäuren	(AS)	kürzer	als	die	FNREc-Referenz.	

Mit	Ausnahme	der	N-terminalen	Cysteindomäne	weisen	die	1Cys-Varianten	große	Ähnlichkeit	über	die	

komplette	Sequenz	mit	FNREc	auf.	
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4.2.4 2Cys-Varianten	von	FNREc	

Der	Großteil	der	18	homologen	2Cys-Varianten	besitzen	die	zwei	konservierten	Cysteinreste	an	dritter	

und	vierter	Stelle	(FNREc	Cys29	+	Cys122),	die	einem	Abstand	von	92	AS	entsprechen.	Jedoch	kann	auch,	

entsprechend	 der	 FNREc	 Reste	 C2	 und	 C4,	 ein	 Spacing	 von	 98	 AS	 beobachtet	 werden.	 In	 einigen	

Methylobakterien	 sind	 FNREc-Homologe	 zu	 finden,	 in	 denen	 die	 Reste	 C2	 und	 C3	 des	 Cluster-

Bindemotivs	mit	einem	Abstand	von	5	AS	konserviert	sind.	

Azospirillum  ------------------------MRSLTVCAALEPEELRRLADIL-QNVRMDAGHTLFA 35 
FNR_Ec        MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIERKKPIQKGQTLFK 60 
Burkholderia  ------------------------MRHLCMPQGVAANEMPQLEALICSARAVRRGESLYR 36 
Pusillimonas  -----------------------MLNEICLPLGMQRGDINKLDELIKERIRVPKGSALFQ 37 
                                      :  : :   :   :: :*  ::     :  * :*:	

FNR_Ec        -MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIE--RKKPIQKGQT 57 
Glaciecola    MSLDINKVVIKTSLA----SCFGSH-------FKEVEGANAFIDELAQDAEEISFEQGEY 49 
                :  :::: : . .     * ..        *.  *     :*:: :  .:  :::*:	
FNR_Ec        TSMVCEIPFETLDDLSGKMPNLRQQMMRLMSGEIKGDQDMILLLSKKNAEERLAAFIYNL 177 
Glaciecola    NCVVIRISRKLMQDIFDKYPSVAKRYHDVTGHILSLILDQLFIMGQKSAHQRLAHFLLDM 167 
              ..:* .*  : ::*: .* *.: ::   : .  :.   * ::::.:*.*.:*** *: :: 

Abb.	15:	Ausschnitt	der	Sequenzvergleiche	von	FNREc	und	2Cys-Varianten	mit	dem	Spacing	C-x92-C.	Die	Homologen	mit	zwei	
konservieren	Cysteinen	sind	blau	dargestellt.	Konservierte	Cysteine	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt.	
Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Die	 2	 Cys-Varianten	 der	 β-	 (Burkholderia	 spp,	 Pusillimonas	 sp)	 und	 α-	 (Azospirillum	 lipoferum)	

Proteobakterien	weisen	eine	N-terminale	Verkürzung	der	Sequenz	um	25	bis	30	AS	auf,	welche	zum	

Fehlen	 der	 beiden	 ersten	 Cysteinreste	 führt	 (Abb.	 15).	 Der	 Abstand	 der	 beiden	 konservierten	

Cysteinresten	beträgt	92	AS	und	entspricht	dem	Cluster-Bindemotiv	von	FNREc.	Des	Weiteren	weisen	

die	Sequenzen	eine	hohe	 Identität	 von	40	%	auf.	 In	den	2Cys-Varianten	der	γ-Proteobakterien	wie	

Glaciecola	sp	liegen	ebenfalls	92	AS	zwischen	den	beiden	konservierten	Cysteinresten.	Auch	wenn	im	

Sequenzvergleich	die	Cysteinreste	nicht	zusammen	gruppieren,	handelt	es	sich	um	die	Reste	C3	und	

C4	des	Cluster-Bindemotivs.	Bis	auf	Pusillimonas	sp	enthalten	alle	Proteobakterien	neben	der	2Cys-

Variante	auch	ein	FNREc-ähnliches	Protein	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv.	

Acholeplasma   --------------------------MSHTHKDHDHTCLVTVPIFNHLELDELTKITE-L 33 
Streptococcus  ----MPKKDSIQDKRKNGCNTSSHTHHRRDNSDSQTSCISVVPIFNHLEEEQMDEIMK-V 55 
Clostridium    -------------MYHRGNYR------SDHTHESHEACISLVPIFNHLESDQMDEIMK-A 40 
FNR_Ec         ---MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQD----------CSISQLCIPFT-LNEHELDQLDNII 46 
Odoribacter    MKNELNKHSNIVLPDLGSCYKK------------------LKQTFTNLSDEELKGLL-RP 41 
                                                           *. *. .::  :	

Abb.	16:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	FNREc	und	2Cys-Varianten	mit	dem	Spacing	C-x97-98-C.	Die	Homologen	mit	
zwei	 konservierten	 Cysteinen	 sind	 blau	 dargestellt.	 Konservierte	 Cysteine	 des	 [Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	 sind	 gelb	
unterlegt.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Abb.	16	zeigt	den	Sequenzvergleich	zwischen	FNREc	und	den	2Cys-Varianten,	die	in	Bakterien	außerhalb	

der	Proteobakterien	identifiziert	wurden.	Der	Abstand	der	konservierten	Cysteinreste	von	Odoribacter	

splanchnicus	(Bacteroidetes)	beträgt	98	AS,	während	die	FNREc-Varianten	der	Firmicutes	(Tenericutes,	
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Bacilli	und	Clostridia)	ein	Cystein-Spacing	von	97	AS	aufweisen.	Die	Sequenzen	weisen	eine	Identität	

von	ca.	28	%	auf.	

FNR_Ec                  -----------MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIERK 49 
Mb. chloromethanicum    MGTKPTPRSIPVAPGSRTPRR--------SIHECGLFADCP-------------DLVGTP 39 
Mb. extorquens          MGTKPTPRSIPVAPGSRTPRR--------SIHECGLFADCP-------------DLVGTP 39 
                                   : * .*  **          ::*.:   *              :::	
FNR_Ec                  PSFAQALETSMVCEIPFETLDDLSGKMPNLRQQMMRLMSGEIKGDQDMILLLSKKNAEER 169 
Mb. chloromethanicum    TAE--ALSDTRVLIFQRRQIERAATRSAEVACQLWGMATTSLRDAQDLMLLLGRRSAQER 157 
Mb. extorquens          TAE--ALSDTRVLIFQRRQIERAATRSAEVACQLWGMATTSLRDAQNLMLLLGRRSAQER 157 
                         :   **. : *  :  . ::  : :  ::  *:  : : .::. *:::***.::.*:**	

Abb.	17:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	FNREc	und	2Cys-Varianten	aus	Methylobakterien	mit	dem	Spacing	C-x5-C.	
Die	Homologen	mit	zwei	konservierten	Cysteinen	sind	blau	dargestellt.	Konservierte	Cysteine	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	
Motivs	sind	gelb	unterlegt,	zusätzliche	Cysteine	türkis.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

In	einigen	Methylobakterien	sind	die	Reste	C2	und	C3	des	Cluster-Bindemotivs	konserviert,	was	Abb.	

17	verdeutlicht.	Zwischen	den	beiden	Cysteinresten	befinden	sich	fünf	variable	AS,	allerdings	gibt	es	

zusätzlich	einen	dritten	Cysteinrest,	der	98	AS	entfernt	ist.	Dieser	Rest	korrespondiert	nicht	mit	dem	

FNREc	Cluster-Bindemotiv,	dennoch	ist	es	möglich,	dass	dieser	als	potentieller	Clusterligand	fungiert.	

In	 Mb.	 extorquens	 und	 Mb.	 chloromethanicum	 wurden	 neben	 den	 2Cys-Varianten	 auch	 FNREc-

Homologe	 mit	 vollständigem	 Cluster-Bindemotiv	 identifiziert,	 während	 in	 anderen	 Arten	 der	

Methylobakterien	auch	1Cys-	oder	auch	0Cys-Varianten	detektiert	werden	konnten.	

Grundsätzlichen	besitzen	die	2Cys-Varianten	große	Ähnlichkeiten	mit	der	Referenz	FNREc.	Die	beiden	

konservierten	Cysteinreste	in	den	Homologen	sind	entweder	92	oder	97/98	AS	voneinander	entfernt,	

welche	dem	dritten	bzw.	 zweiten	und	 vierten	Cysteinrest	 innerhalb	des	 [Fe-S]-Cluster-Bindemotivs	

entsprechen.	 Einige	 wenige	 Varianten	 besitzen	 den	 zweiten	 und	 dritten	 Rest	 des	 [Fe-S]-Cluster-

koordinierenden	 Motivs	 mit	 einem	 Abstand	 von	 5	 AS.	 Trotz	 der	 ungenauen	 Gruppierung	 der	

Cysteinreste	kann	davon	ausgegangen	werden,	dass	es	sich	um	die	zu	FNREc-homologen	konservierten	

Cysteinreste	handelt.	

4.2.5 3Cys-Varianten	von	FNREc	

FNREc-homologe	Proteine	mit	drei	konservierten	Cysteinresten	(7x)	sind	bis	auf	Alkaliphilus	oremlandii	

(Clostridia)	und	Acidithiobacillus	caldus	(γ-Proteobacteria)	hauptsächlich	innerhalb	der	Bacteroidetes	

zu	finden.	Diesen	Homologen	fehlt	der	dritte	Cysteinrest	des	Motivs	und	sie	weisen	das	Cysteinmotiv	

C-x2-C-x97-98-C	auf.	

Wie	in	Abb.	18	verdeutlicht,	sind	die	beiden	N-terminalen	Cysteinreste	konserviert,	wohingegen	der	

dritte	Rest	fehlt.	Alle	Homologen	besitzen	zusätzlich	den	vierten	Cysteinrest.	Das	Spacing	der	Reste	

beträgt	C-x2-C-x97-98-C,	welche	sich	mit	der	Konsensus-Sequenz	von	FNREc	ohne	C3	deckt.	Der	dritte	

Cysteinrest	ist	in	den	Varianten	durch	andere	AS	wie	Serin,	Asparagin	oder	Prolin	ausgetauscht.	Außer	

bei	 Muricauda	 ruestringensis	 und	 Maribacter	 sp	 (Bacteroidetes)	 befinden	 sich	 im	 Bereich	 des	
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konservierten	Cysteinpaars	zusätzliche	Cysteinreste,	die	potentiell	zur	[Fe-S]-Cluster-Bindung	genutzt	

werden	könnten.	Dies	entspricht	hingegen	nicht	dem	für	FNREc	typischen	Cluster-Bindemotiv.	

FNR_Ec             MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIERKKPIQKGQTLFK 60 
Acidithiobacillus  --------MVAEEGAKKSNCLRCAMRARSIFAGLSGEELCALGMDV-IDLEFAGGTTIYR 51 
Alkaliphilus       ----------MKGCHHQKRCNGC-IESVPIFASMNHDEMLEIAHIA-SSRTFEKGETIYG 48 
Muricauda          ---------------MESRCENCIIRQFNSLRAMSKEELKQVSDTK-TTKIIKKGESLFE 44 
Maribacter         -----------MEQGEQSRCENCIIRQFNSLRAMSKTELKKVSDSK-ITKKVKKGEALFE 48 
Fluviicola         ---------MVEKSHKHVSCEACAVRTNSLFGQFTADEVHDLNHHK-SCQFYKKNQTIFV 50 
Marivirga          ----------MSKKVKNIPCDLCLSRRKSMFNGLPNDALCALSEHK-STLAHNKGQVLFL 49 
Chitinophaga       ----------MCTPYHNASCANCQDRFGSILFKAEKCNLEEIESAK-VCTTYKKGQIVFQ 49 
                                      *  *               :  :            .  ::	

Abb.	18:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	FNREc	und	3Cys-Varianten	mit	dem	Spacing	C-x2-C-x97-98-C.	Die	Homologen	
mit	drei	konservierten	Cysteinresten	sind	grün	dargestellt.	Konservierte	Cysteine	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	
gelb	unterlegt,	zusätzliche	Cysteine	türkis.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Alle	 3Cys-Varianten	 zeigen	 über	 die	 gesamte	 Sequenz	 große	 Ähnlichkeit	 mit	 der	 FNREc-Referenz,	

allerdings	fehlt	allen	der	dritte	Cysteinrest	des	konservierten	[Fe-S]-Cluster-Bindemotivs	von	FNREc.	

4.2.6 FNREc-Homologe	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv	

79	%	aller	identifizierten	FNREc-Homologen	besitzen	die	für	die	Bindung	des	[Fe-S]-Clusters	wichtigen	

Cysteinreste,	wovon	 lediglich	 zwei	Prozent	der	Bakterien	außerhalb	der	Proteobakterien	detektiert	

werden	 konnten.	 Viele	 FNREc-Homologe	 sind	 bereits	 in	 verschiedenen	 Arten	 der	 Proteobakterien	

funktionell	untersucht	(Fischer,	1994;	Korner	et	al.,	2003)	und	konnten	in	der	BLAST-Suche	ebenfalls	

identifiziert	werden.		

Bordetella_Btr         ----------MQRRVPLSPDAAHCSSCMLGHVCVPVGMPA 30 
Neisseria_Fnr          ----------MASHNTTHQMKTLCSSCSLRELCLPVGLLP 30	 	

Azotobacter_CydR       -----MSDK----SKVRPVHHIRCQECSLAALCLPISLNF 31 
Pseudomonas_Anr        -----MAET----IKVRALPQAHCKDCSLAPLCLPLSLTV 31 
Pseudomonas_FnrA       -----MSES----IKVRAQRQAHCKDCSLSGLCLPLSLNM 31 
Actinobacillus_HlyX    -----MKIVSDAKHTGRTACTIHCQNCSISQLCLPFTLSE 35 
Shewanella_EtrA        MRTDMTIEQNKNRRSAASGCAIHCHDCSMGTLCIPFTLNA 40 
FNR_Ec                 ----MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNE 36 
Shigella_Fnr           ----MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNE 36 
Klebsiella_Fnr         ----MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNE 36	

β-/	γ-Proteobacteria:	

C-x2-C-x5-C-x92-C	

	

Oligotropha_AadR       -----MSQS--LLSRLSDDFLGRCLNCQARPLNVCAAFDP 33 
Bradyrhizobium_FixK1   ----MKPSV--VMIE---PNGHFCSDCAIRTSAVCSSLDA 31 
Rhodopseudomonas_AadR  -----MPHL--AFPNSSCEEFRCVTHCSVRPLAICGELEP 33 
Rhizobium_FnrN         -----MDVA--RSEFFETGTPVACTSCQARHGVVCGALSK 33 
Rhodobacter_FnrL       -----------MSHDDAHPVSLQCGDCPIRHRAVCARCES 29 
                                                 *      :    	

α-Proteobacteria:	

C-x2-3-C-x7-C-x87-C	

Abb.	19:	Ausschnitt	der	Sequenzvergleiche	zwischen	FNREc	und	FNREc-Homologen	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv	
aus	Proteobakterien.	Konservierte	Cysteine	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt.	Die	Zahlen	geben	die	
Position	 der	 AS	 in	 der	 Sequenz	 an.	 Die	 Sequenzen	 der	 als	 Homologe	 identifizierten	 Proteine	 entsprechen	 den	 bereits	
funktionell	untersuchten	FNREc-ähnlichen	Regulatoren	und	wurden	als	solche	bezeichnet.	Das	Cystein-Spacing	der	Proteine	
ist	abgebildet.	

Der	Sequenzvergleich	der	identifizierten	und	bereits	beschriebenen	FNREc-Homologe	in	Abb.	19	zeigt	

das	Vorhandensein	der	N-terminalen	Cysteindomäne	in	allen	Proteinen.	In	der	Referenz	FNREc	und	den	

homologen	 Proteinen	 aus	 anderen	 γ-	 (Fnr,	 FnrA,	 Anr,	 CydR,	 HlyX	 und	 EtrA)	 sowie	 aus	 β-

Proteobakterien	(Fnr	und	Btr)	wird	das	[Fe-S]-Cluster	von	Cysteinresten	mit	dem	Spacing	C-x2-C-x5-C-
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x92-C	koordiniert.	Die	FNREc-ähnlichen	Regulatoren	der	α-Proteobakterien	(FnrN,	FnrL,	FixK1	und	Aadr)	

hingegen	 unterscheiden	 sich	 in	 ihrem	 Cysteincluster	 C-x2-3-C-x7-C-x87-C	 von	 den	 anderen	

Proteobakterien.	 FNREc-Homologe	 der	 Gattungen	 Xanthomonas	 und	 Pseudoxanthomonas	 (γ-

Proteobakterien)	tragen	jedoch	ebenfalls	das	Spacing	des	Cluster-Bindemotivs	der	α-Proteobakterien	

und	nicht	wie	erwartet	von	E.	coli.	

FNR_Ec                  MIPEKRIIRRIQSGGCA-IHCQDC----SISQLCIPFTLN 35	 C-x2-C-x5-C-x92-C	
Nitrospira defluvii     ----------MKRKPCLIENCDTC----GLREKVVLCDIS 26	 C-x2-C-x8-C-x88-C	
Leptospira interrogans  ----------MEIK-NEIPDCYLCPNR------HKFKCIS 23 
Spirochaeta sp          --------------MEASIQCQSCVNDHCIRSVPLFASLQ 26	

C-x2-C-x7-C-x88-C	
C-x2-C-x4-C-x97-C	

C. perfringens          ---------------MEKTCTCGSCKEPCAKNISIFSTLS 25 
C. sticklandii          ---------MIGHCSIGNTPCEVCKGKACIKKTPLLSSLN 31 
C. beijerinckii         ------------MNNNCGNCCNNCRGNLCASKVPMFENLN 28 
D. hafniense            ----------MKSCTACHSCGCHSEGQFCAAKAPIFAMLA 30 
                                               .              :  	

	

C-x2-C-x3-4-C-x97-98-C	
	

C-x-C-x6-C-x97-C	

Abb.	20:	Ausschnitt	der	Sequenzvergleiche	zwischen	FNREc	und	FNREc-Homologen	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv	
außerhalb	der	Proteobakterien.	Konservierte	Cysteine	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt.	Die	Zahlen	
geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Abb.	 20	 zeigt	 den	 Sequenzvergleich	 zwischen	 der	 Referenz	 FNREc	 und	 Homologen	 außerhalb	 der	

Proteobakterien.	Alle	homologen	Proteine	besitzen	in	der	N-terminalen	Domäne	drei	Cysteinreste,	die	

allerdings	teilweise	ein	von	FNREc	abweichendes	Spacing	aufweisen.	Das	Cluster-Bindemotiv	C-x2-C-x7-

8-C-x88-C	der	Proteine	aus	Nitrospira	und	Leptospira	(Spirochaetes)	ähnelt	dem	der	α-Proteobakterien.	

In	den	anderen	Homologen	innerhalb	der	Clostridien	und	Spirochaeta	sp	korrespondiert	das	Spacing	

der	 drei	 N-terminalen	 Cysteinreste	 C-x1-2-C-x3-6-C	 in	 etwa	 mit	 dem	 von	 FNREc,	 jedoch	 beträgt	 der	

Abstand	des	vierten	Cysteinrestes	97-98	AS	statt	92.	

Zusammenfassend	kann	festgehalten	werden,	dass	es	sehr	viele	homologe	Proteine	zu	FNREc	gibt,	die	

vor	allem	in	den	γ-,	α-	und	β-Proteobakterien	zu	finden	sind.	Einige	wenige	Homologe	sind	innerhalb	

anderer	Bakterienphyla	vertreten.	Es	konnten	zudem	verschiedene	Varianten	mit	unterschiedlicher	

Anzahl	an	konservierten	Cysteinresten	innerhalb	der	Homologen	identifiziert	werden.	Tabelle	4	gibt	

eine	 Übersicht	 der	 verschiedenen	 Varianten	 mit	 dem	 entsprechenden	 Spacing	 der	 konservierten	

Cysteinreste	sowie	deren	Vorkommen.	

Der	 Großteil	 der	 Homologen	 besitzt	 das	 vollständige	 Cluster-Bindemotiv	 bestehend	 aus	 vier	

konservierten	Cysteinresten.	Diese	sind	entsprechend	ihres	Spacings	in	drei	verschiedenen	Gruppen	

vertreten:	 γ-	 und	 β-Proteobakterien,	 α-Proteobakterien	 sowie	 andere	 Nicht-Proteobakterien.	 Den	

3Cys-Varianten	 fehlt	 jeweils	 der	 dritte	 Cysteinrest	 und	 sie	 kommen	 hauptsächlich	 innerhalb	 der	

Bacteroidetes	vor.	Die	in	Proteobakterien	und	vereinzelnd	in	anderen	Bakterienphyla	vorkommenden	

2Cys-Varianten	verfügen	entweder	über	den	dritten	und	vierten	(C-x92-C),	den	zweiten	und	vierten	(C-

x98-C)	 oder	 den	 zweiten	 und	 dritten	 (C-x5-C)	 Cysteinrest	 des	 Cluster-Bindemotivs.	 Ebenfalls	 in	

Proteobakterien	identifiziert	sind	die	1Cys-Varianten,	die	entweder	den	ersten	oder	vierten	Cysteinrest	
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des	 Cluster-Bindemotivs	 besitzen.	 Homologe	 Proteine	 ohne	 konservierte	 Cysteinreste	 sind	

hauptsächlich	innerhalb	der	α-Proteobakterien	auffindbar.	

Tabelle	4:	Übersicht	der	identifizierten	Varianten	der	FNREc-Homologen	mit	dem	entsprechenden	Cluster-Bindemotiv	und	
deren	Vorkommen.	

	 Spacing	 Vorkommen	

4Cys	 C-x2-C-x5-C-x92-C	
C-x2-3-C-x7-C-x87-C	
C-x1-2-C-x3-8-C-x88-98-C	

E.	coli,	γ-	und	β-Proteobakterien	
α-Proteobakterien,	Xanthomonas-Arten	
Clostridia,	Spirochaetes	und	Nitrospira	

3Cys	 C-x2-C-x97-98-C	 Bacteroidetes;	(Clostridia	und	γ-Proteobakterien)	

2Cys	 C-x92-C	
C-x97-98-C	
C-x5-C	

γ-,	β-	und	α-Proteobakterien	
Clostridia,	Bacteroidetes,	Tenericutes	und	Bacilli	
α-Proteobakterien	(Methylobacterium)	

1Cys	 C4	
C1	

γ-,	β-Proteobakterien	
α-Proteobakterien	(Methylobacterium)	

0Cys	 -	 α-Proteobakterien;	(β-	und	δ-Proteobakterien)	

	

4.3 FNRBs	aus	B.	subtilis	

Für	FNR	aus	B.	subtilis	konnten	in	der	BLAST-Suche	96	homologe	Proteine	identifiziert	werden.	79	der	

insgesamt	97	homologen	Proteinsequenzen	 (82	%)	 sind	 innerhalb	der	Bacilli	 zu	 finden.	Von	diesen	

gehören	 61	 zur	 Gattung	 Bacillus.	 Die	 restlichen	 homologen	 Proteine	 befinden	 sich	 innerhalb	 der	

Clostridia	 (13x),	 Negativicutes	 (2x),	 Bacteroidetes,	 Actinobacteria	 und	 in	 der	 Gattung	

Thermodesulfovibrio.	

4.3.1 Cysteinvarianten	von	FNRBs	

Anders	 als	 FNREc	 koordiniert	 FNRBs	 sein	 für	 das	 O2-Sensing	 wichtige	 [Fe-S]-Cluster	 über	 einen	

Aspartatrest	und	drei	Cysteinreste	mit	dem	Cluster-Bindemotiv	D-x85-C-x2-C-x4-C	(Gruner	et	al.,	2011).	

Zur	Verifizierung	einer	Funktion	als	Sauerstoffsensor,	wurden	die	Proteinsequenzen	der	Homologen	

mit	der	Referenzsequenz	von	FNRBs	verglichen	und	auf	das	Vorhandensein	des	konservierten	Aspartat-

Cysteinmotivs	untersucht.	Varianten	dieses	Motivs	wurden	im	Stammbaum	markiert	(Abb.	A	2).	Der	

Großteil	 der	 identifizierten	 Proteine	 steht	 zusammen	 in	 einem	 Hauptast,	 während	 einige	 wenige	

Proteine	von	diesem	distanziert	an	einem	weiteren	Ast	zu	finden	sind.		

80	der	 97	 (=	 82	%)	homologen	Proteine	besitzen	das	 konservierte	Bindemotiv,	wobei	 der	Abstand	

zwischen	dem	Aspartatrest	und	den	drei	 C-terminalen	Cysteinresten	auch	84	oder	86	AS	betragen	

kann.	 Bis	 auf	 Clostridium	 botulinum	 (Clostridia)	 und	 Selenomonas	 ruminantium	 (Negativicutes)	

gehören	alle	Bakterien	mit	diesen	Varianten	zu	den	Bacilli.	Den	übrigen	17	Proteinen	fehlen	die	drei	C-

terminalen	 Cysteinreste.	 Da	 ein	 Fehlen	 der	 Cluster-koordinierenden	 Cysteine	 ein	 fehlendes	 [Fe-S]-
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Cluster	bedeuten	kann,	werden	diese	Varianten	genauer	betrachtet	und	mit	der	Referenzsequenz	von	

FNRBs	verglichen.	

4.3.2 0Cys-Varianten	von	FNRBs	

Der	Großteil	dieser	0Cys-Varianten	gehört	zu	den	Clostridien	(12	Proteine).	Jeweils	eine	Variante	ist	in	

den	folgenden	Bakterienphyla	(bzw.	Gattung)	zu	finden:	Actinobacteria,	Bacteroidetes,	Negativicutes,	

Bacilli	 und	 Thermodesulfovibro.	 Bis	 auf	 die	 Proteine	 von	 Veillonella	 (Negativicutes)	 und	 B.	

amyloliquefaciens	befinden	sich	diese	in	einem	Ast	(Abb.	A	2,	grau	markiert).	

FNR_Bs                 AKVLEDGEVLVINKNKLEKELIQNGALTFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLHGKKGALYS 153 
B.amyloliquefaciens    AKVLEGGEVLVINKNKLEKELIQNGDLTFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLHGKKGALYS 153 
Veillonella            AIAREDCSVYCIRYDVLEGAIAKDHSLAIAMMKIYTLHMRRQQAKYRDLLLYGKKGAFYS 142 
Desulfitobacterium     ALTAEASDVFVLDRKALVQYFKENPSALLPFYQNMALDLRRAYRQIKNIALGDARSRLGA 156 
Rubrobacter            AEAVTECRVTKVPKVFVERGIRRDPQVAFKLATLLELRLVQYEELVRCLLPRETEVRLAN 158 
Niastella              ATCLEDVKVCYIPYSFLQATLQTNPVFTYRLLQEYAVELQTAEKRMRDLALMEVKSRIAQ 155 
Desulfosporosinus      AEVLQDSTLLVLNNELMPQLLQSNPALSVALIRSLSRQLRLAQEFTQILTNRSKAGILAA 154 
Clostridium            AYAITDAKLCILKKENLEKILIKNPEISLKIIQEMADRINSAENLAQTLATRDVEARLAT 163 
Thermodesulfovibrio    AIAIDDCDIGNIPSKTFLQIVNKYPELQSEILHHVTMRLKSGIESLKNIALVDVLSRIVY 149 
Halothermothrix        AEVIKDSRLIVLPVKDLENIIMKNPKVAIKIIEALAKKTRLLTGQIRDLVFYDAEGRLAS 156 
Halanaerobium          ALTMTAAEVIVFAQSELENLILKHPSIGLKLLREMSGRLRRAQQNVRDLALKNSSARVAG 151 
Natranaerobius         AEVMEDTVVGVITKERLENHLHEHPTIAIKIMKLMGKRLRKAQSKVADLALRDTYQRTIN 169 
Desulfotomaculum       AEVQEDAVVGVLRNQDIERLISHNPSMAVGMLRIMSRRLRTAQEKVMNLALHDTARRLAF 155 
Alkaliphilus           AEVLEDACIGTIRNEDLEELIRKNAEIALHIIKEFSKKLYNSQQKVKELALGDTYARTAQ 157 
Thermoanaerobacter     AEAIEDSEILELRNKDIEDLILKDTQIALSIIKILAKRLKYIAVVIENLALRDSVGRTAS 154 
Thermoanaerobacterium  AEAIEDSIVIVLKNKDIENLILKNNEIALGIIKLMAKRLQNVAVIIENLALKDSLGRTVS 154 
                       *       :  .    .   .         :                 :           	
FNR_Bs                 KIILHKRDYLR-CEIECENCPLEICNID 238 
B.amyloliquefaciens    ---------------------------- 207 
Veillonella            LVICDFDALIGLLDLEVDSIDPNISNIE 228 
Desulfitobacterium     ITISDLEQLRSWIHERQNSL-------- 234 
Rubrobacter            ITLKDARALVEIGQV------------- 232 
Niastella              IKINNTIALQKLVNEPNTE--------- 230 
Desulfosporosinus      LEIIKPHELADWP--------------- 224 
Clostridium            GLIIKDKKLYLV---------------- 233 
Thermodesulfovibrio    IIIKDIEMLLNLLKD------------- 222 
Halothermothrix        IVIMKPEQLHDKMQNMI----------- 231 
Halanaerobium          IIIKDLAKIKTYT--------------- 222 
Natranaerobius         IAVTDPVKLKDKVIE------------- 243 
Desulfotomaculum       IYLLDKGKLENLLR-------------- 227 
Alkaliphilus           IIIKDLNKLSEWAK-------------- 229 
Thermoanaerobacter     ILIKDLEELRKML--------------- 225 
Thermoanaerobacterium  IIIKDVNALKNLS--------------- 225	

Abb.	 21:	 Ausschnitt	 des	 Sequenzvergleichs	 von	 FNRBs	 und	 verkürzten	 0Cys-Varianten.	Die	 Proteine	 ohne	 konservierte	
Cysteinreste	sind	grau	dargestellt.	Konservierte	Cystein-	und	Aspartatreste	des	 [Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	
unterlegt.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Im	Sequenzvergleich	in	Abb.	21	ist	erkennbar,	dass	es	sehr	wenige	identische	Bereiche	zwischen	den	

0Cys-Varianten	und	FNRBs	gibt.	Die	0Cys-Homologen	sind	verkürzt,	sodass	ihnen	die	für	FNRBs	typische	

C-terminale	 cysteintragende	 Domäne	 fehlt.	 Die	 Sequenzidentität	 dieser	 Varianten	 mit	 der	

Referenzsequenz	 liegt	 zwischen	 20	 und	 40	 %,	 mit	 Ausnahme	 des	 0Cys-Proteins	 aus	 B.	

amyloliquefaciens	 (80	 %	 Identität).	 Obwohl	 diesen	 Varianten	 das	 vollständige	 Cysteinmotiv	 fehlt,	

besitzen	 einige	 den	 konservierten	 Aspartatrest	 oder	 eine	 andere	 zur	 Ligandbindung	 befähigte	 AS	

(Cystein)	an	dieser	Stelle.		
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Die	0Cys-Varianten	aus	Niastella	koreensis	(Bacteroidetes)	und	Clostridium	perfringens	weisen	am	N-

Terminus	einen	Bereich	mit	jeweils	vier	Cysteinresten	auf,	der	an	FNREc	erinnert.	

FNR_Bs                   MNFL----S-VRPSD------SDLISSDLYELLESISTKRKMEKHTYLFREGMDAEELYL 49 
Niastella koreensis      MPYN----S----CDLTSCFLCTHCLSDWKELIAIKKKTLHLKKGTLIFKEGNPVEGIYF 52 
Clostridium perfringens  MEKTCTCGSCKEPCAKNISIFSTLSTEELLK-IVNMTEHKSFKENDVLCREGEKSDKLFL 59 
                         *       *    .       .    .:  : :   .    :::   : :**   : :::	
FNR_Ec                   MIPEKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIERKKPIQKGQTLFK 60 
Niastella koreensis      -----MPYNSCDLTSCF-LCTHCLS----DWK-----ELIAIK---KKTLHLKKGTLIFK 42 
Clostridium perfringens  ------MEKTCTCGSCKEPCAKNIS----IFSTLSTEELLKIVN-MTEHKSFKENDVLCR 49 
                                 .     .*   * .               **  :     .   :::.  : :	

Abb.	22:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	FNRBs	und	FNREc	mit	den	0Cys-Varianten	aus	Niastella	und	Clostridium.	Die	
Proteine	 ohne	 konservierte	 C-terminale	 Cysteinreste	 sind	 grau	 dargestellt.	 Konservierte	 Cysteinreste	 des	 [Fe-S]-Cluster-
bindenden	Motivs	im	jeweiligen	FNR-Typ	sind	gelb	unterlegt.	Zusätzliche	Cysteinreste	sind	türkis	hervorgehoben.	Die	Zahlen	
geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Abb.	22	zeigt	die	Sequenz	des	N-terminalen	Bereichs	dieser	beiden	Proteine	im	Vergleich	mit	FNRBs	

und	FNREc.	 Zwischen	FNRBs	 und	den	Homologen	 sind	die	ersten	20	AS	unähnlich,	wohingegen	eine	

bessere	Übereinstimmung	für	FNREc	gegeben	ist.	An	der	Bindung	des	[Fe-S]-Clusters	in	FNREc	 ist	der	

erste	Cysteinrest	Cys16	nicht	beteiligt	(Green	et	al.,	1993).	Beide	Proteine	enthalten	die	Cysteinreste,	

die	an	erster	bzw.	zweiter	Stelle	(Cys16,	Cys20)	in	FNREc	sitzen,	wohingegen	Niastella	zusätzlich	noch	

den	 dritten	 Rest	 Cys23	 aufweist.	 Cys122	 ist	 ebenfalls	 in	 beiden	 Proteinen	 konserviert.	 Für	 die	

Cysteinreste	von	N.	koreensis	ergibt	sich	das	Spacing	C-x2-C-x87-C	und	für	C.	perfringens	beträgt	der	

Abstand	der	beiden	Cysteinreste	96	AS.	Des	Weiteren	besitzen	die	beiden	Proteine	vor	dem	FNREc	

Cysteinmotiv	noch	einen	weiteren	Cysteinrest,	der	ebenfalls	als	 Ligand	dienen	könnte.	Anhand	der	

Sequenzanalysen	wird	deutlich,	dass	die	beiden	Proteine	aus	Niastella	und	Clostridium	sowohl	typische	

Merkmale	von	FNREc	als	auch	von	FNRBs	besitzen.	Die	Sequenzidentität	der	beiden	Proteine	beträgt	25	

bzw.	28	%	zu	FNRBs	und	24	bzw.	26	%	zu	FNREc.	Die	höhere	Sequenzidentität	hat	dazu	geführt,	dass	die	

Proteine	als	homologe	Sequenzen	zu	FNRBs	eingestuft	worden	sind	und	nicht	als	Homologe	zu	FNREc.	

Aufgrund	des	Fehlens	des	C-terminalen	Cysteinmotivs	muss	davon	ausgegangen	werden,	dass	es	sich	

bei	 den	 0Cys-Varianten	 um	 falsch-positive	 Treffer	 in	 der	 BLAST-Suche	 nach	 homologen	 FNRBs-

Sauerstoffsensoren	handelt.	Deshalb	wurden	diese	0Cys-Varianten	aus	dem	Alignment	entfernt	und	

ein	neuer	Stammbaum	rekonstruiert.	

4.3.3 Schematischer	Baum	von	FNRBs	

Der	 Baum	 in	 Abb.	 23	 für	 FNRBs	 dient	 der	 übersichtlicheren	 Darstellung,	 stellt	 aber	 keinen	

phylogenetischen	Stammbaum	mehr	dar.	Durch	Zusammenfassen	und	Zusammenrücken	von	Ästen,	

an	denen	Proteine	der	gleichen	Gattung	stehen,	gehen	die	evolutionären	Distanzen	verloren,	aber	die	

Verteilung	 der	 homologen	 Proteine	 innerhalb	 der	 Bakterien	wird	 ersichtlich.	 Nach	 Entfernung	 der	

0Cys-Varianten	enthält	der	neue	schematische	Baum	noch	80	FNRBs-ähnliche	Proteine,	wovon	bis	auf	

zwei	Varianten	aus	Clostridia	und	Negativicutes	alle	zu	den	Bacilli	gehören.	
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Abb.	 23:	 Schematischer	 Baum	 von	 FNRBs.	 Alle	 homologen	 Proteine	 des	 schematischen	 Baums	 besitzen	 das	 Aspartat-
Cysteinmotiv,	welches	essentiell	für	die	Bindung	des	[Fe-S]-Clusters	ist.	Die	Zahl	in	Klammern	gibt	die	Anzahl	der	homologen	
Proteine	innerhalb	der	jeweiligen	Gattung	an.	

Von	den	78	Bacilli-Homologen	verteilen	sich	46	Proteine	auf	die	Gattung	Bacillus,	16	auf	die	Gattung	

Paenibacillus,	 acht	 auf	 die	 Gattung	 Geobacillus	 und	 drei	 auf	 die	 Gattung	 Exiguobacterium.	 Die	

restlichen	Proteine	sind	in	Brevibacillus,	Lysinibacillus,	Anoxybacillus,	Macrococcus	und	Staphylococcus	

zu	finden.	Im	Vergleich	zum	ursprünglichen	Stammbaum	unterscheidet	sich	die	Verzweigung	der	Äste	

des	 rekonstruierten	Baums	nur	gering.	Am	großen	Hauptast	stehen	sich	24	homologe	Proteine	der	

Gattung	Bacillus	den	übrigen	Proteinen	gegenüber.	Wie	auch	schon	im	phylogenetischen	Stammbaum	

gibt	es	Proteine	in	Selenomonas	und	Exiguobacterium,	die	vollständig	separiert	an	einem	Ast	zu	finden	

sind.	 Die	 Proteine	 aus	 Lysinibacillus,	 Macrococcus,	 Staphylococcus	 und	 Clostridium	 finden	 sich	

zusammen	 an	 einem	 Ast	 in	 der	Mitte	 des	 schematischen	 Baumes	 wieder	 und	 stehen	 homologen	

Proteinen	aus	Bacillus	und	Geobacillus	gegenüber.	Das	Referenzprotein	FNRBs	befindet	sich	 in	einer	

Gruppe	 mit	 16	 anderen	 homologen	 Proteinen	 aus	 Bacillus	 zusammen	 mit	 zwei	 Geobacillus-

Homologen.	Sie	stehen	den	vorher	genannten	Ästen	gegenüber.		

Alles	 in	allem	 lassen	sich	FNRBs-Homologe	vorwiegend	 innerhalb	der	Bacilli	 identifizieren,	wobei	sie	

dort	 besonders	 in	 der	 Gattung	 Bacillus	 dominant	 sind.	 Lediglich	 zwei	 homologe	 Proteine	 können	

innerhalb	der	Gattungen	Clostridium	und	Selenomonas	festgestellt	werden,	welche	zusammen	mit	den	
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Bacilli	zum	Phylum	der	Firmicutes	zählen.	Die	Homologen	zeigen	alle	das	für	die	[Fe-S]-Cluster-Bindung	

nötige	Aspartat-Cysteinmotiv	und	es	existieren	keine	Varianten	davon.	

4.4 NreB	aus	S.	aureus	

Die	Suche	nach	homologen	Proteinen	der	Sensorkinase	NreB	aus	S.	aureus	ergab	insgesamt	73	BLAST-

Treffer.	Von	diesen	74	Proteinen	sind	40	innerhalb	der	Staphylokokken	zu	finden	(54	%).	Lediglich	zwölf	

der	74	Proteine	(16	%)	sind	in	Bakterien	außerhalb	der	Bacilli	zu	finden.		

4.4.1 Cysteinvarianten	von	NreBSa	

Die	 NreB-Homologen	 wurden	 auf	 das	 Vorliegen	 des	 C-x2-C-x11-C-x2-C-Motivs	 untersucht.	 Hierbei	

wurden	verschiedene	Cysteinvarianten	identifiziert	und	farblich	im	Stammbaum	markiert	(Abb.	A	3).	

Proteine	mit	vier	Cysteinresten	werden	alle	zusammen	an	Ästen	in	direkter	Nachbarschaft	gruppiert.	

Die	Proteine,	die	weniger	konservierte	Cysteinreste	enthielten	(grün,	blau,	rot,	grau	markiert),	sind	an	

den	 äußeren	 Ästen	 des	 Stammbaums	 lokalisiert	 und	 besitzen	 eine	 größere	 Distanz	 zu	 dem	

Referenzprotein	NreBSa.		

47	der	74	Proteine	inkl.	NreBSa	zeigen	das	typische	Cysteinmotiv.	Lediglich	zwei	bzw.	vier	Proteine	sind	

3Cys-	 bzw.	 2Cys-	 Varianten.	 In	 zwölf	 Proteinen	 existiert	 nur	 ein	 konservierter	 Cysteinrest.	 Neun	

homologe	Sequenzen	weisen	keinen	konservierten	Cysteinrest	auf.	

4.4.2 0Cys-Varianten	von	NreBSa	

Die	 0Cys-Varianten	 machen	 12	 %	 der	 homologen	 Proteine	 von	 NreBSa	 aus.	 Diese	 sind	 den	

Actinobakterien	 (3	 Treffer),	 den	 Clostridia,	 den	 Negativicutes,	 der	 Spirochaetes,	 der	 b-	 und	 g-

Proteobacteria	sowie	Opitutus	terrae	(jeweils	1	Treffer)	zugeordnet.		

Abb.	 24	 zeigt	 den	 Sequenzvergleich	 zwischen	 den	 0Cys-Varianten,	 NreB	 aus	 S.	 carnosus	 und	 der	

Referenz	 NreBSa.	 Es	 wird	 deutlich,	 dass	 die	 Ähnlichkeit	 zwischen	 den	 Proteinen	 im	 Bereich	 der	

Kinasedomäne	 liegt	 und	 dass	 keine	 Ähnlichkeiten	 im	 Bereich	 der	 PAS-Domäne	 bestehen.	 Die	

sensorische	PAS-Domäne	trägt	das	[Fe-S]-Cluster	und	ist	verantwortlich	für	die	Funktion	von	NreB	als	

Sauerstoffsensor	 (Mullner	 et	 al.,	 2008).	 Die	 Proteine	 besitzen	 das	 konservierte	 DxxxQ-Motiv	 der	

HisKA_3-Sensorkinasen	(Huynh	et	al.,	2010)	und	sind	demnach	der	Kinasedomäne	von	NreB	ähnlich.	

Aufgrund	 der	 mangelnden	 Ähnlichkeit	 in	 der	 PAS-Domäne	 muss	 bei	 den	 0Cys-Varianten	 davon	

ausgegangen	 werden,	 dass	 nur	 die	 Kinasedomäne	 aber	 nicht	 die	 PAS-Domäne	 für	 die	 positive	

Einordnung	in	der	BLAST-Suche	verantwortlich	 ist.	Aus	diesem	Grund	wurden	die	Sequenzen	dieser	

Varianten	aus	dem	Alignment	entfernt.	
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																																																																																																																															PAS-Domäne	
NreB_Sa                    ---------------------------------MINE------------DSIQLDTLLKK 15 
S. carnosus                --------------------------------MKSIS------------NRDKLQDLLTQ 16 
Eggerthella lenta          IGA------PLKWIY----SAGAT--GERHRRIVLAPGHGI-----------------GG 72 
Eggerthella sp             IGA------PLKWVY----SAGAT--GERHRRIVLAPGHGI-----------------GG 72 
Cryptobacterium curtum     VGA------PLRWVY----ASGAS--GNRYCRIVLSPGHGV-----------------GG 62 
Desulfitobacterium         RNR------SLIYLR----SEGGL--------LLRNQGRGVITLYWKCQKEAGSNELLNQ 46 
Selenomonas ruminantium    DTL------KLKEIY----RTTLQTVEKNKTQMFSISEAARKEVDF---QRKQLADIKGK 59 
Treponema azotonutricium   --------------------------------MLTAHGTGQ------------------- 9 
Shewanella piezotolerans   MPFAKVQRMSLVRITKDNVHEGAYSVAAPGYTPTKMVGKGFKSPYL--------DRISAG 91 
Rhodoferax ferrireducen    RLA------------------G----------QLR------------------------- 52 
Opitutus terrae            DLA------------------R----------MHE------------------------- 53 

NreB_Sa                    -YYEHS-IEKIVFADDNGKII---AMNDAAKDILSEEDNYSAVANAIC--HRCEGYTNAY 68 
S. carnosus                -YYLNT-NEKMVFLNSTGEVI---ALNEAAEEVFADDNDYSQMTNAVC--RRCEGYSNEY 69 
Eggerthella lenta          -ITIKA-GKPMMFTNIDEEID---PREYSSYPIVFAEDLHSFCALPLTR-D----GRV-- 120 
Eggerthella sp             -ITIKS-GKPMMFKDIDQEID---PREYSSYPIVFAEDLRSFCALPLKS-K----GRV-- 120 
Cryptobacterium curtum     -IVLKA-GRPMLFTNIDAQLD---PRKYSSYPIIFAEDLRSFCALPLVK-ASIEGESV-- 114 
Desulfitobacterium         -ITEQI-PNPVLVSNEAGWVI---GAN------------------GAV--MRLTGWSFQE 81 
Selenomonas ruminantium    -LIEVI-ANVDYLENKTQLGKQSLAAASKAFSTEDMQDLYGEVAFMLDK--------LQY 109 
Treponema azotonutricium   ------GPESEALDSFTS--------ALDKFSASPAGNLYLINRPAITKSVTSIGKTAER 55 
Shewanella piezotolerans   EAIIHTGPIEEVFTQEEI-------------ELVGMAGIVAHVVIPIKVRDRIWGGIA-- 136 
Rhodoferax ferrireducens   ----PD-LVLMDIQL----AS---VMDG---VAAA-QAIRTQFALPVVFLT-----AFDA 91 
Opitutus terrae            ----AS---LMALAATHDFGD---SRNG---LMKRAGNFFADALLPIMDQHRGTGASFQR 100 

NreB_Sa                    DVQ-----------SCKDCFLESMQVQA---TNFQVFMKTKDQK--VMPFTATYQL---- 108 
S. carnosus                DIM-----------SCENCFLEALEIGK---GSFQVFIRTKDNK--IQPYTASYEL---- 109 
Eggerthella lenta          -VAVLLCAFRTVSDRHEAAYRQVIDDLD---GTLCDLDVVSDD---FMDFERIAVE---- 169 
Eggerthella sp             -VAVLLAAFRSVSSHHETVYAQLIEDLA---GEFAGLEVVATD---FMNFERIAAE---- 169 
Cryptobacterium curtum     -HGVLVCAFRSTDASHKDIFARLFKELE---DGFCNFSVRCSE---FINLNGAHTV---- 163 
Desulfitobacterium         LTTGRMTVFRHN--SPIDDWYNLGGDEG---HGLEVCLEKQDGMRLKLPIESVFTY---- 132 
Selenomonas ruminantium    -----------ARQK-EEHLRQQRDELELSLRRLEGLLEQSENM--TLAIGSVATY---- 151 
Treponema azotonutricium   LK-------AAAETSDENGVRSIMLEIDTAVDQLQIIDTGLSDTI-QLRYFQLFFFFSLL 107 
Shewanella piezotolerans   ------CSRY----KDHNGWSPVLIERI---KTLGQVLA------------A--SY---- 165 
Rhodoferax ferrireducens   ----------------D-QILARA-KLT---EPFGYILKPFSER-ELRNVLAMALY---- 125 
Opitutus terrae            -----------LQQRAETLRLHAA-ALA---EGNRQLNREVKRR-KAGE-AAVEKA---- 139	
																																																																																																																																										Kinasedomäne	
NreB_Sa                    IDQDRGIHAFTLQNVSSQIEQQEKLHQQRMMRKTISAQENERKRISRELHDSVIQEMLNV 168 
S. carnosus                IDHEKGIYAFTLHNVSPQIQRQERMYQRKMMQKTISAQENERKRISRELHDGIVQELINV 169 
Eggerthella lenta          KRADDQ-------------KNPI--FIRSELARVIAAQEDERKRISRELHDGIAQELLTL 214 
Eggerthella sp             KRNDAQ-------------HAPI--VVRSELSRVIAAQEDERKRISRELHDGIAQELLTV 214 
Cryptobacterium curtum     GPDEQA-------------TTDQKNRPASGEVAIQQAQESERRRISRELHDGLAQELLSV 210 
Desulfitobacterium         RPPGQAVV-AILREFS---PQQEEYVQNLLTKYIIRAQEDERKRVSRELHDELGQNIYSV 188 
Selenomonas ruminantium    LSSQ-------FNKITQQVE--FTQKCQSIGEHVIMAHEEERKRISRNLHDTVAQGLAAA 202 
Treponema azotonutricium   VLLTVLVLWLLDRRLEKAIS--MGQQSLIFSRETVLAQEQERSRIARELHDTIAQDLWRL 165 
Shewanella piezotolerans   ---ERYHFWMS--------LQNQNKELESLSRHLMENQETERRLLSRELHDNFSQRLALL 214 
Rhodoferax ferrireducens   KHQAEA------KL-----LTT-TRQLQALSRRVLEAQEFERRRVAIELHDELGQSLTAI 173 
Opitutus terrae            KEHYRCLF---LES-----EVM-QKKLQRLTRQILSAQEDERREISRELHGEVVQTLVGI 190 
                                                                :* **  :: :**. . * :	

Abb.	24:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	NreBSa	und	0Cys-Varianten.	Die	Proteine	ohne	konservierte	Cysteinreste	
sind	 grau	 dargestellt.	 Konservierte	 Cysteine	 des	 Cysteinmotivs	 sind	 gelb	 unterlegt.	 Der	 Phosphorylierungsrest	 der	
Sensorkinasen	ist	grau	markiert,	wohingegen	das	DxxxQ-Motiv	dunkelgelb	hervorgehoben	ist.	Die	Zahlen	geben	die	Position	
der	AS	in	der	Sequenz	an.	Der	Beginn	der	PAS-	und	Kinasedomäne	von	NreBSa	sind	angedeutet.	

4.4.3 Schematischer	Baum	von	NreBSa	

Der	Baum	ohne	die	0Cys-NreB-Proteine	dient	der	übersichtlicheren	Darstellung,	stellt	aber	aufgrund	

des	 Fehlens	 der	 evolutionären	 Distanzen	 keinen	 phylogenetischen	 Stammbaum	 mehr	 dar.	 Nach	

Entfernung	der	0Cys-Varianten	enthält	der	neue	Baum	noch	65	NreB-ähnliche	Proteine.	
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Abb.	25:	Schematischer	Baum	von	NreBSa.	Homologe	Proteine	mit	drei	konservierten	Cysteinresten	sind	grün	dargestellt,	
während	das	Vorhandensein	von	zwei	bzw.	einem	konservierten	Cysteinrest	blau	bzw.	rot	gekennzeichnet	 ist.	Die	Zahl	 in	
Klammern	gibt	die	Anzahl	der	homologen	Proteine	innerhalb	der	jeweiligen	Gattung	an.	

Der	Baum	wird	aus	zwei	Hauptästen	gebildet	(Abb.	25).	Proteine,	die	das	konservierte	Cysteinmotiv	

aufweisen,	 stehen	an	einem	Hauptast	den	Proteinen	mit	 reduzierter	Cysteinanzahl	 gegenüber.	Die	

Ausnahme	ist	das	homologe	Protein	aus	Brevibacillus	brevis,	welches	trotz	seiner	vier	Cysteinreste	am	

zweiten	Hauptast	zu	finden	ist.	Unter	den	47	homologen	Proteinen,	die	das	vollständige	Cysteinmotiv	

besitzen,	befinden	sich	40	aus	Staphylokokken.	Zusätzlich	gibt	es	NreBSa-Homologe	in	anderen	Bacilli-

Arten	wie	Macrococcus	caseolyticus,	Bacillus	clausii	und	acht	Paenibazillen.		

4.4.4 3Cys-Varianten	von	NreBSa	

Die	 grün	 dargestellten	 homologen	 Proteine	 der	 Gattung	 Thermus	 besitzen	 drei	 C-terminalen	

Cysteinreste,	wohingegen	das	erste	Cystein	fehlt	und	durch	Isoleucin	bzw.	Valin	ersetzt	ist	(Abb.	26).	

Das	Cystein-Spacing	dieser	Varianten	(C-x17-C-x3-C)	unterscheidet	sich	leicht	von	dem	von	NreB.	Direkt	

am	 N-Terminus	 der	 beiden	 Proteine	 befindet	 sich	 ein	 zusätzlicher	 Cysteinrest	 (türkis	 dargestellt),	

welches	ein	von	NreB	abweichendes	Cysteinmotiv	zur	Folge	hätte.	Die	höchste	Ähnlichkeit	zwischen	

den	Homologen	und	NreB	sind	im	Bereich	der	Kinasedomäne	zu	finden.	Im	Gegensatz	zu	NreBSa	zeigen	

die	Thermus-Homologen	allerdings	kein	DxxxQ-Motiv	der	Kinase.	
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T. thermophilus   ------------------------MDCA-RLAEALSGARGKQEVFRRA--LAALEAEGII 33 
T. sp             ------------------------MDCA-RLAEALAGARGRQEIFRRA--LAALEEAGVI 33 
NreB_Sa           -MINEDSIQLDTLLKKYYEHSIEKIVFADDNGKIIAMNDAAKDILSEEDNYSAVANAICH 59 
S. carnosus       MKSISNRDKLQDLLTQYYLNTNEKMVFLNSTGEVIALNEAAEEVFADDNDYSQMTNAVCR 60 
                                          :      .: ::   . ::::      : :	
T. thermophilus   RCGEAYGVGEGLKLYQMQGCRTTCPLVAHS-RALAEEALQRGEKVVDGPFVALP-IRQGE 91 
T. sp             RCGEAYWVGENLTLSQMQACRTTCPLVAHS-RHLAQEALRRKEAVEEGPFLALP-VHQGE 91 
NreB_Sa           RCE-GY-----TNAYDVQSCKD-CFLESMQVQATNFQVFMKTKDQKVMPFTATYQLIDQD 112 
S. carnosus       RCE-GY-----SNEYDIMSCEN-CFLEALEIGKGSFQVFIRTKDNKIQPYTASYELIDHE 113 
                  **  .*      .  :: .*.  * * : .      :.: : :     *: *   : : :	
T. thermophilus   KTLAVLVLSLAEGQELPEALPALLLLALKRPGLELAGRLLWAQEEERRRVGRELHDGVGS 151 
T. sp             RVVAVLVLSLEEGQKPPEALPALLQLALRRPGLELAGKLLSAQEEERRRVGRELHDGVGS 151 
NreB_Sa           RGIHAFTLQN---------VSSQIEQQEKLHQQRMMRKTISAQENERKRISRELHDSVIQ 163 
S. carnosus       KGIYAFTLHN---------VSPQIQRQERMYQRKMMQKTISAQENERKRISRELHDGIVQ 164 
                  : : .:.*           :   :    :    .:  : : ***:**:*:.*****.: .	

Abb.	26:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	NreBSa	und	3Cys-Varianten	der	Gattung	Thermus	mit	dem	Spacing	C-x17-C-
x3-C.	Die	Homologen	mit	drei	konservierten	Cysteinresten	sind	grün	dargestellt.	Konservierte	Cysteine	des	 [Fe-S]-Cluster-
bindenden	 Motivs	 sind	 gelb	 unterlegt,	 zusätzliche	 Cysteinereste	 türkis.	 Der	 Phosphorylierungsrest	 der	 Kinasen	 ist	 grau	
markiert,	wohingegen	das	DxxxQ-Motiv	dunkelgelb	hervorgehoben	ist.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	
an.	

4.4.5 2Cys-Varianten	von	NreBSa	

In	Lactobacillus	plantarum,	L.	fermentum	und	L.	reuteri	lassen	sich	NreB-Homologe	finden,	die	lediglich	

das	C-terminale	Cysteinpaar	mit	dem	Spacing	C-x2-C	besitzen	(Abb.	27).	Diese	blau	markierten	Proteine	

zeigen	Ähnlichkeiten	 sowohl	 in	 der	 PAS-	 als	 auch	 in	 der	 Kinasedomäne	und	wurden	bereits	 früher	

schon	 als	 NreB-Homologe	 eingestuft,	 da	 die	 Laktobazillen	 zusätzlich	 homologe	 Gene	 für	 den	

Nitratsensor	NreA	und	den	Antwortregulator	NreC	besitzen	(Mullner	et	al.,	2008;	Unden	et	al.,	2013).		

NreB_Sa          NAICHRCEGYTNAYDVQSCKDCFLESMQVQATNFQVFMKTKDQKVMPFTATYQLIDQDRG 114 
S. carnosus      NAVCRRCEGYSNEYDIMSCENCFLEALEIGKGSFQVFIRTKDNKIQPYTASYELIDHEKG 115 
L. reuteri       NAWSQL--------ENDDCASCLIKKRLKGAA-VPITFHSNATHPFHFSMVYRPLDDKEN 104 
L. fermentum     TAIAQQ------QSKADGCYDCEIMNQLPELT-VPVDLPPDHTNPLRYTMVYRVLSPTDQ 106 
L. plantarum     NAVQQK------FNTTDDCFDCVIRNLMPEIS-IPITLAKDKPHPLTYFLIYHVINTDER 106 
                 .*  :            .* .* :         . : :  .  :   :   *. :.    	

Abb.	27:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	von	NreBSa	und	2Cys-Varianten	der	Laktobazillen	mit	dem	Spacing	C-x2-C.	Die	
Homologen	mit	zwei	konservierten	Cysteinresten	sind	blau	dargestellt.	Cysteinreste	des	[Fe-S]-Cluster-bindenden	Motivs	sind	
gelb	unterlegt.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

4.4.6 1Cys-Varianten	von	NreBSa	

Zwölf	NreB-Homologe	weisen	lediglich	einen	konservierten	Cysteinrest	auf,	der	je	nach	Bakterium	an	

erster,	 zweiter	oder	vierter	Stelle	des	Cys-Clusters	 sitzt.	Von	den	 insgesamt	 zwölf	 rot	dargestellten	

1Cys-Varianten	 gehören	 acht	 zu	 den	 Paenibacillen	 und	 jeweils	 ein	 Treffer	 ist	 in	 den	 Gattungen	

Planctomyces,	Halobacillus,	Clostridium	und	Opitutus	zu	finden.	

Die	 in	Abb.	28	dargestellten	1Cys-Homologen	aus	Halobacillus	und	Paenibacillus	haben	 jeweils	den	

ersten	Cysteinrest	konserviert	und	zeigen	Ähnlichkeiten	mit	NreBSa	sowohl	in	der	PAS-	als	auch	in	der	

Kinasedomäne.	 Allerdings	 sind	 die	 Cysteinreste	 der	 Paenibazillen	 um	 einige	 AS	 im	 Alignment	

verschoben,	sodass	sie	auch	zu	den	0Cys-Varianten	gezählt	werden	könnten.	Laut	UniProt	handelt	es	
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sich	bei	diesen	Treffern	um	Sensorkinasen.	Die	Paenibazillen	enthalten	neben	den	1Cys-Homologen	

auch	 4Cys-Homologe	 (Vgl.	 Abb.	 25).	 Im	 Sequenzvergleich	 der	 1Cys-	 und	 4Cys-Varianten	 der	

Paenibazillen	entspricht	der	einzelne	Cysteinrest	dem	ersten	Cysteinrest	des	Cluster-Bindemotivs.	Die	

Sequenzen	 der	 homologen	 Proteine	 von	Planctomyces	 und	 Clostridium	 besitzen	wenig	 Ähnlichkeit	

innerhalb	der	PAS-Domäne.	Der	enthaltene	Cysteinrest	entspricht	 jeweils	dem	zweiten	und	vierten	

NreBSa-Cystein	im	Alignment	(Abb.	A	6).		

NreB_Sa           SIEKIVFADDNGKIIAMNDAAKDILSEEDNYSAVANAICHRCE-------GYTNA-Y-DV 70 
H. halophilus     ELVDIKYALDESSIVAVTDQRGRIR-------YVNNKFCEISKFGVEELIGNDHRLLNSG 173 
                  .: .* :* *:..*:*:.*    *         * * :*. .:       *  :    .	
NreB_Sa           QSCKDCFLESMQVQATNFQV----FMK-------TKDQKVMPFTATYQLIDQDRGIHAFT 119 
H. halophilus     HHSKDFFKDLWRTIGTGYVWKGEIKNKAKDGSFYWVDTTIVPFLN-------DKGK-PYQ 225 
                  : .** * :  :. .*.:        *         * .::**         *:*   :	
NreB_Sa           LQNVSSQIEQQ--EKLHQQRMMRKTISAQENERKRISRELHDSVIQEMLNVDVQLRLLKY 177 
H. halophilus     YLAIRNEITERKRVQQELQHMMTRLIHVQEEERKQVSRELHDGIGQELYSLLISMHRIQQ 285 
                     : .:* ::   : . *:** : * .**:***::******.: **: .: :.:: ::	
NreB_Sa           DAAKDILSEEDNYSAVANAICHRCEGYTNA-YDVQSCKDCFLESMQVQATNFQVFM---- 92 
P. sp             DHAGKILYVNDKFCEISQYDRSELLGQDHRIINSGTHPKAFMKELWTTISSGQVWYGDIK 118 
P. mucilaginosus  DREGRIQYVNDKFCEISKYPREELIGRDHRIINSGYHDKAFMKNLWATIGSGRVWRGDVK 119 
P. polymyxa       DHRGIIQYVNDKFCEISQYSREELIGQDHRLINSGYHTRAFMKNLWTTIRSGEVWQGEIR 120 
P. terrae         DHRGIIQYVNDKFCEISQYSREELIGRDHRLINSGYHTPAFMKNLWTTIRSGEVWQGEIR 120 
                  *    *   :*::. :::    .  *  :   :      .*::.: .   . .*:	
NreB_Sa           AQENERKRISRELHDSVIQEMLNVDVQLRLLKYQEDTTKLLEDAENIEYIVAKLIDDIRN 204 
P. sp             IQEEERRKFSRELHDGIGQSLFSLLIQLDRVISAP--AYGEEQLPFIRNQVAGIIEEVRS 230 
P. mucilaginosus  IQEEERRRFSRELHDGIGQSLFSLLIQMDRVISER----GDAELEHLRHTVSDIIQDVRG 229 
P. polymyxa       IQEEERKRFSRELHDGIGQSLFSLIIQLDSQLAEQ----PSATLENLRTQVTDIIKDVRG 230 
P. terrae         IQEEERKRFSRELHDGIGQSLFALIIQLDSQLAES----PSPTLEKLRSQVTDIIKDVRG 230 
                   **:**:::******.: *.:: : :*:                  :.  *: :*.::*.	

Abb.	28:	Ausschnitte	der	Sequenzvergleiche	zwischen	NreBSa	und	1Cys-Varianten	aus	Halobacillus	und	Paenibacillus	spp.	
Die	 Homologen	 mit	 einem	 konservierten	 Cysteinrest	 sind	 rot	 dargestellt.	 Konservierte	 Cysteinreste	 des	 [Fe-S]-Cluster-
bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt,	mögliche	konservierte	Cysteinreste	türkis.	Der	Phosphorylierungsrest	der	Kinasen	ist	
grau	markiert,	wohingegen	das	DxxxQ-Motiv	dunkelgelb	hervorgehoben	 ist.	Die	 Zahlen	 geben	die	Position	der	AS	 in	der	
Sequenz	an.	

Zusammenfassend	 kann	 festgehalten	 werden,	 dass	 NreBSa-Homologe	 hauptsächlich	 in	 den	 Bacilli	

vorkommen	 und	 darunter	 vor	 allem	 bei	 den	 Staphylokokken.	 Neben	 den	 Homologen	 mit	

vollständigem	Cysteinmotiv	gibt	es	auch	Homologe	mit	unvollständigem	Cysteinmotiv.	Zur	letzteren	

Gruppe	zählen	die	3Cys-Homologen	aus	der	Gattung	Thermus,	die	2Cys-Homologen	der	Laktobazillen	

und	die	1Cys-Homologen,	die	sowohl	in	Bazillen	also	auch	in	Planctomyceten	und	Clostridien	zu	finden	

sind.	

4.5 WhiB3	aus	M.	tuberculosis	

Die	 BLAST-Suche	 zu	 WhiB3	 aus	 M.	 tuberculosis	 ergab	 124	 weitere	 homologe	 Proteine,	 die	 alle	

ausschließlich	in	den	Actinobakterien	zu	finden	sind,	davon	34	bei	den	Mycobakterien	(27	%).	Auf	die	

Gattungen	 Streptomyces	 und	 Corynebacterium	 entfallen	 jeweils	 neun	 Prozent	 der	 homologen	

Proteine.	 Die	 restlichen	 55	 %	 der	 WhiB3Mt-Homologen	 finden	 sich	 in	 den	 unterschiedlichsten	
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Gattungen	 innerhalb	 der	 Actinobacteria	 wieder.	 Zu	 den	 Gattungen	 mit	 acht	 bis	 vier	 homologen	

Proteinen	gehören	Rhodococcus,	Frankia,	Nocardia,	Amycolatopsis	und	Nakamurella.		

4.5.1 Cysteinvarianten	von	WhiB3Mt	

Um	Sicherzustellen,	dass	es	sich	bei	den	homologen	Proteinen	um	potentielle	[Fe-S]-haltige	O2-	bzw.	

Redoxsensoren	handelt,	wurden	die	Proteinsequenzen	mit	dem	Referenzprotein	WhiB3Mt	verglichen	

und	 auf	 das	 Vorhandensein	 des	 konservierten	 Cysteinmotivs	 C-x29-C-x2-C-x5-C	 untersucht.	 Die	

identifizierten	Cysteinvarianten	wurden	farblich	im	Stammbaum	markiert	(Abb.	A	4).	

Der	 Stammbaum	 von	 WhiB3	 ist	 sehr	 verzweigt	 und	 es	 lassen	 sich	 keine	 großen	 Hauptäste	

identifizieren.	Die	Ausnahme	stellt	der	Hauptast	mit	den	Homologen	der	Mycobakterien	dar.		

Fünf	Prozent	der	WhiB3Mt-Homologen	fehlt	jeweils	der	erste	konservierte	Cysteinrest,	diese	Varianten	

kommen	verstreut	im	Stammbaum	vor.	Die	grün	markierten	3Cys-Varianten	sind	in	M.	intracellulare,	

M.	 sp,	 Sm.	 hygroscopicus	 und	 je	 einer	 Art	 der	 Gattungen	Amycolicicoccus	 und	 Thermonospora	 zu	

finden.	

Thermomonospora curvata       ----------------------------MLFFGPDGERQPEREIRERKAKQICMGCPVRT 32 
Streptomyces hygroscopicus    -------------------------MDSSLFFHPEGERGAARSARENSAKEVCMRCPVRA 35 
Amycolicicoccus subflavus     -------------------------MDSSVFFHPDGERGRARLERERRAKALCRECPVLA 35 
WhiB3_Mt                      MPQPEQLPGPNADIWNWQLQGLCRGMDSSMFFHPDGERGRARTQREQRAKEMCRRCPVIE 60 
M. tuberculosis H37Rv         MPQPEQLPGPNADIWNWQLQGLCRGMDSSMFFHPDGERGRARTQREQRAKEMCRRCPVIE 60 
M. intracellulare             -----------------------------MFFHPDGERGRARMQREQRAKEMCRQCPVIQ 31 
M. sp                         -----------------------------MFFPPDGERGRARAQREQNAKRWCRSCPVLE 31 
                                                           :** *:***   *  **. **  *  ***  	
Thermomonospora curvata       ECLDYAVSRPEKYGTWGGLNEDERASERRRRMRRANAA----------- 70 
Streptomyces hygroscopicus    ECAAHALAVREPYGVWGGLTEDEREELMGRARNRLVAASTTSGDTASEH 84 
Amycolicicoccus subflavus     QCREHALTVGEPYGIWGGMSESERMHVMKVSRSQRIA------------ 72 
WhiB3_Mt                      ACRSHALEVGEPYGVWGGLSESERDLLLKGTMGRTRGIRRTA------- 102 
M. tuberculosis H37Rv         ACRSHALEVGEPYGVWGGLSESERDLLLKGTMGRTRGIRRTA------- 102 
M. intracellulare             ECRSHALEVGEPYGVWGGLSESERDLLLKGDIGR--GIRRSA------- 71 
M. sp                         QCRAHALAVGEPYGIWGGMSESERHAALRCLRPSG-------------- 66 
                               *  :*:   * ** ***:.*.**	

Abb.	29:	Sequenzvergleich	von	WhiB3Mt	und	verkürzten	3Cys-Varianten	mit	dem	Spacing	C-x2-C-x5-C.	Die	Varianten	mit	drei	
konservierten	Cysteinresten	sind	grün	dargestellt.	[Fe-S]-Cluster-	bindende	konservierte	Cysteinreste	sind	gelb	unterlegt.	Die	
Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	

Diese	Proteine	besitzen	eine	um	20-30	AS	verkürzte	Sequenz	am	N-Terminus.	Dadurch	entfällt	der	

erste	Cysteinrest	des	Cys-Motivs.	Trotzdem	sind	die	Homologen	aus	M.	intracellulare	zu	90	%	identisch	

mit	 WhiB3Mt,	 während	 die	 anderen	 Homologen	 eine	 Sequenzidentität	 zwischen	 42	 und	 70	 %	

aufweisen.	

Die	 restlichen	 95	 %	 der	 homologen	 WhiB3-Proteine	 besitzen	 das	 vollständige	 Cysteinmotiv	 mit	

identischem	 Spacing.	 Die	 Proteindatenbankrecherche	 zeigt	 zusätzlich,	 dass	 in	 allen	 Bakterien	 mit	

WhiB3-Homolog	multiple	Kopien	an	WhiB-ähnlichen	Proteinen	kodiert	werden.	

Abschließend	 lässt	 sich	 festhalten,	 dass	 WhiB3Mt-Homologe	 mit	 dem	 Cluster-koordinierenden	

konservierten	Cysteinmotiv	 in	 vielen	 verschiedenen	Gattungen	der	Actinobakterien	 zu	 finden	 sind.	

Einigen	 wenigen	 WhiB3-ähnlichen	 Proteinen	 fehlt	 der	 N-terminale	 Cysteinrest	 aufgrund	 einer	
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verkürzten	Aminosäuresequenz.	Diese	3Cys-Varianten	kommen	sowohl	innerhalb	der	Mycobakterien	

als	auch	in	anderen	Gattungen	vor.	

4.6 Zusammenfassung	der	Daten	zur	phylogenetischen	Verteilung	der	O2-Sensoren	

Für	die	[Fe-S]-haltigen	Sensoren	FNR	aus	E.	coli	und	B.	subtilis,	NreB	aus	S.	aureus	und	WhiB3	aus	M.	

tuberculosis	sowie	den	Genregulator	CRP	aus	E.	coli	konnten	in	der	BLAST-Suche	zahlreiche	homologe	

Proteine	 identifiziert	 werden.	 Für	 die	 Koordination	 des	 [Fe-S]-Clusters	 besitzt	 jeder	 Sensor	 ein	

spezifisches	konserviertes	Cystein-	bzw.	bei	FNRBs	Aspartat-Cysteinmotiv.	Da	das	Vorhandensein	dieser	

Motive	ein	Indiz	für	die	Funktion	als	Sauerstoffsensor	ist,	wurden	alle	homologen	Proteinsequenzen	

auf	 die	 Existenz	 dieser	 AS	 untersucht.	 Vor	 allem	 für	 FNREc	 und	 NreBSa	 konnten	 verschiedene	

Cysteinvarianten	 mit	 unterschiedlicher	 Anzahl	 an	 Cysteinresten	 bestimmt	 werden.	 Für	 beide	 FNR	

Proteine	und	NreB	wurden	außerdem	Varianten	gefunden,	denen	das	konservierte	Cluster-Bindemotiv	

fehlt.	In	FNREc	waren	diese	0Cys-Varianten	über	die	ganze	Sequenz	ähnlich	zur	Referenz,	wohingegen	

dies	für	FNRBs	und	NreB	nicht	der	Fall	war.	Die	0Cys-Varianten	aus	FNRBs	zeichnen	sich	durch	das	Fehlen	

der	 C-terminalen	 cysteintragenden	 Domäne	 aus,	 während	 die	 0Cys-Varianten	 aus	 NreB	 lediglich	

Ähnlichkeiten	 zur	 Kinasedomäne	 und	 nicht	 zur	 cysteintragenden	 PAS-Domäne	 zeigen.	 Aus	 diesem	

Grund	 wurden	 die	 homologen	 Proteine	 ohne	 Cluster-Bindemotiv	 für	 FNRBs	 und	 NreBSa	 aus	 den	

Alignments	entfernt	und	neue	Stammbäume	konstruiert,	da	es	sich	bei	diesen	Treffern	wohlmöglich	

um	falsch-positive	Treffer	handelt.	

Die	 in	 Abb.	 30	 dargestellte	 Anwesenheitsmatrix	 zeigt	 die	 Verteilung	 bzw.	 das	 Vorkommen	 der	

homologen	 Proteine	 der	 jeweiligen	 Referenzproteine	 nach	 der	 Analyse	 der	 identifizierten	

Cysteinvarianten.	 Jeder	 Sensor	 ist	 dominant	 in	 seiner	 Bakterienklasse	 bzw.	 Bakterienphylum.	 Die	

zusätzlichen	 BLAST-Treffer	 außerhalb	 der	 dominanten	 Bakterienklasse	 für	 FNRBs	 und	 NreBSa	 sind	

aufgrund	des	Entfernens	der	falsch-positiven	0Cys-Varianten	reduziert.		

FNREc	 ist	 hauptsächlich	 innerhalb	 der	 Proteobakterien	 zu	 finden,	 wobei	 auch	 homologe	 Proteine	

außerhalb	dieser	Bakterienklassen	existieren.	Zwei	zusätzliche	homologe	Treffer	für	FNRBs	sind	neben	

der	dominanten	Bakterienklasse	der	Bacilli	in	Negativicutes	und	Clostridia	identifiziert	worden,	die	alle	

zu	den	Firmicutes	gehören.	Homologe	zu	NreBSa	sind	vorwiegend	innerhalb	der	Bacilli	vertreten,	wobei	

es	auch	ähnliche	Proteine	in	den	Planctomyceten,	in	Clostridia	sowie	in	den	Gattungen	Thermus	und	

Opitutus	gibt.	Alle	NreBSa-ähnlichen	Proteine	außerhalb	der	Bacilli	weisen	jedoch	nicht	das	vollständige	

Cys-Cluster	auf,	sondern	lediglich	einzelne	Cysteinreste.	WhiB3Mt	ist	nur	innerhalb	der	Actinobakterien	

zu	finden	und	zeigt	eine	hohe	Konservierung,	da	nur	sehr	wenige	homologe	Proteine	existieren,	denen	

einer	der	Cysteinreste	fehlt.	

	



Ergebnisse	
	

	 51	

																																										 	

Abb.	 30:	 Anwesenheitsmatrix	 von	 homologen	 Proteinen	 der	 [Fe-S]-haltigen	 Sensoren	 FNR,	 NreB	 und	 WhiB3.	 Die	
Anwesenheitsmatrix	zeigt	die	Verteilung	der	homologen	Proteine	zum	jeweiligen	Referenzprotein,	wobei	die	falsch-positiven	
0Cys-Varianten	ohne	Cluster-Bindemotiv	für	FNRBs	und	NreBSa	entfernt	wurden.	Ein	Strich	steht	für	ein	homologes	Protein	im	
entsprechenden	Bakterium.	Auf	der	vertikalen	Matrixachse	lassen	sich	die	Bakterienphyla	ablesen.	

4.7 Interaktionsstudien	 mit	 dem	 BACTH-System	 zur	 Untersuchung	 der	 NreA/NreB-

Heterodimerisierung	und	der	NreA/NreA-Homodimerisierung	

Die	 Interaktionsstudien	 des	 Bacterial	 Two-Hybrid	 (BACTH)-	 Systems	 wurden	 in	 vivo	 in	 E.	 coli	

durchgeführt.	 Hierfür	wurden	 die	 folgenden	 Fusionsproteine	 verwendet:	NreAT25,	 T25NreA,	NreAT18,	

T18NreA	 sowie	 NreBT18	 und	 T18NreB.	 Von	 den	 möglichen	 Kombinationen	 wurde	 exemplarisch	 eine	

Kombination	 zur	 Demonstration	 der	 Ergebnisse	 ausgewählt.	 Als	 Positivkontrolle	 (K+)	 dienten	 die	

interagierenden	Leucinzipper	(Zip),	als	Negativkontrolle	(K-)	zwei	nicht	interagierende	Proteine	(NreA	

und	 Zip).	 Die	 gemessene	 β-Galaktosidaseaktivität	 der	 Negativkontrolle	 gibt	 die	 Höhe	 des	

experimentellen	Hintergrunds	an.	
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4.7.1 BACTH-Interaktionsstudien	zum	NreA	Cluster	I	„Nitratbindetasche“	

Der	 konservierte	 Bereich	 des	 Cluster	 I	 „Nitratbindetasche“	 wird	 aus	 dreizehn	 konservierten	

Aminosäureresten	 um	 den	 Deckel	 der	 Nitratbindetasche	 Y95	 gebildet.	 NreA-Varianten,	 die	 in	 den	

Homodimerisierungsstudien	eine	veränderte	Interaktion	gegenüber	der	Wildtyp-Situation	zeigten,	in	

den	Heterodimerisierungsstudien	jedoch	dem	Wildtyp	entsprachen,	sind	in	Abb.	31	dargestellt.	

	

Abb.	 31:	 BACTH-Interaktionsstudien	 zu	NreA-Varianten	 aus	 Cluster	 I	 in	E.	 coli.	Die	 Kulturen	wurden	 anaerob	 bei	 30	 °C	
gezüchtet.	Dunkelgraue	Balken	geben	nitratfreie	Zuchten	an,	hellgraue	Balken	nitrathaltige	(10	mM)	Zuchten.	Die	Hetero-	
und	 Homodimerisierung	 der	 Proteinfusionen	 von	 NreB	 und	 NreA	 bzw.	 NreA	 und	 NreA	 wurde	 durch	 die	 Aktivität	 der	
refunktionalisierten	 Adenylatzyklase	 aus	 Bo.	 pertussis	 bestimmt.	 Das	 Maß	 der	 Interaktion	 ist	 durch	 die	 β-
Galaktosidaseaktivität	dargestellt	und	 in	Miller-Units	 [MU]	angegeben.	Als	Positivkontrolle	K+	dienen	die	 interagierenden	
Leucinzipper	(T25Zip/T18Zip),	als	Negativkontrolle	K-	wurde	das	nicht	interagierende	Paar	T25NreA/T18Zip	verwendet.	

Die	Positivkontrolle	zeigte	eine	β-Galaktosidaseaktivität	von	etwa	2100	MU	und	lag	damit	etwa	um	

den	Faktor	30	höher	als	die	Negativkontrolle.	Durch	die	Zugabe	von	Nitrat	kam	es	zu	einer	leichten	

Reduktion	der	Enzymexpression,	verursacht	möglicherweise	durch	einen	Salzeffekt.	Das	wildtypische	

NreA/NreB-Heterodimer	erreichte	eine	Enzymaktivität	von	etwa	500	MU	und	lag	damit	deutlich	über	

dem	Niveau	der	Negativkontrolle.	 In	Anwesenheit	 von	Nitrat	 reduzierte	 sich	die	Aktivität	um	etwa	

60	%,	was	wahrscheinlich	 auf	 den	 spezifischen	Nitrateffekt	 zurückzuführen	 ist.	Die	NreA-Varianten	

I43A,	 G64A,	 G66A,	 G69A	 und	 G75A	 aus	 Cluster	 I	 zeigten	 eine	 dem	 Wildtyp	 entsprechende	

Heterodimerisierung	mit	NreB	 und	 eine	 entsprechende	Abnahme	nach	 Zugabe	 von	Nitrat.	 Für	 das	

wildtypische	 NreA/NreA-Homodimer	 wurde	 eine	 β-Galaktosidaseaktivität	 von	 etwa	 330	 MU	

detektiert,	 welche	 sich	 durch	 die	 Zugabe	 von	 Nitrat	 um	 etwa	 70	 %	 reduzierte.	 Im	 Gegensatz	 zur	

Heterodimerisierung	zeigten	die	NreA-Varianten	I43A,	G64A,	G66A,	G69A	sowie	G75A	in	der	BACTH-

Homodimerisierung	eine	dem	Hintergrundniveau	entsprechende	Aktivität.	
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4.7.2 BACTH-Interaktionsstudien	zum	NreA	Cluster	II	„N-Terminus“	

Auf	der	gegenüberliegenden	Seite	der	Nitratbindetasche	um	den	Bereich	des	N-Terminus	befindet	sich	

der	 zweite	 konservierte	 Bereich	 auf	 der	 NreA-Oberfläche.	 Cluster	 II	 besteht	 aus	 elf	 konservierten	

Aminosäureresten,	von	denen	drei	Varianten	(R21A,	D27A,	N51D)	eine	unterschiedliche	Auswirkung	

in	den	Homo-	und	Heterodimerisierungsstudien	zeigten	(Abb.	32).		

	

Abb.	32:	BACTH-Interaktionsstudien	 zu	NreA-Varianten	aus	Cluster	 II	 in	E.	 coli.	Die	Kulturen	wurden	anaerob	bei	30	 °C	
gezüchtet.	Dunkelgraue	Balken	geben	nitratfreie	Zuchten	an,	hellgraue	Balken	nitrathaltige	(10	mM)	Zuchten.	Die	Hetero-	
und	 Homodimerisierung	 der	 Proteinfusionen	 von	 NreB	 und	 NreA	 bzw.	 NreA	 und	 NreA	 wurde	 durch	 die	 Aktivität	 der	
refunktionalisierten	 Adenylatzyklase	 aus	 Bo.	 pertussis	 bestimmt.	 Das	 Maß	 der	 Interaktion	 ist	 durch	 die	 β-
Galaktosidaseaktivität	dargestellt	und	 in	Miller-Units	 [MU]	angegeben.	Als	Positivkontrolle	K+	dienen	die	 interagierenden	
Leucinzipper	(T25Zip/T18Zip),	als	Negativkontrolle	K-	wurde	das	nicht	interagierende	Paar	T25NreA/T18Zip	verwendet.	

Das	wildtypische	NreA/NreB-Heterodimer	zeigte	 in	Abwesenheit	von	Nitrat	eine	Aktivität	von	etwa	

1100	MU,	welche	sich	durch	die	Zugabe	von	Nitrat	in	etwa	halbierte.	Die	NreA-Varianten	R21A,	D27A	

sowie	N51D	erreichten	eine	Enzymaktivität	von	etwa	300	MU	und	lagen	damit	leicht	über	dem	Niveau	

der	Negativkontrolle.	Durch	die	Zugabe	von	Nitrat	reduzierte	sich	die	Aktivität	erneut	um	etwa	20-

30	%.	Die	gemessene	β-Galaktosidaseaktivität	des	wildtypischen	Homodimers	 lag	bei	1000	MU	und	

halbierte	sich	fast	in	Anwesenheit	von	Nitrat.	Für	die	NreA-Varianten	R21A,	D27A	und	N51D	wurden	

Enzymaktivitäten	 von	 rund	 800	 MU	 ermittelt	 und	 entsprachen	 so	 im	 Gegensatz	 zur	

Heterodimerisierung	etwa	dem	wildtypischen	Niveau.	Allerdings	reduzierten	sich	die	Werte	durch	die	

Zugabe	von	Nitrat	um	75-80	%.		

4.7.3 Interaktionsmodell	zwischen	dem	NreA-Dimer	und	NreB	

Basierend	 auf	 den	 Ergebnissen	 der	 BACTH-Studien	 wurde	 ein	 Interaktionsmodell	 für	 die	 NreA-

Homodimerisierung	 sowie	 die	 NreA/NreB-Heterodimerisierung	 erstellt.	 Die	 BACTH-Daten	 zeigten,	
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dass	die	NreA-Varianten	des	Cluster	I	(„Nitratbindetasche“)	zwar	keine	Auswirkung	auf	die	Interaktion	

zwischen	NreA	und	NreB	hatten,	die	Dimerisierung	von	NreA	aber	nicht	mehr	möglich	war.	Die	NreA-

Varianten	 des	 zweiten	 Clusters	 hingegen	 dimerisierten	 ähnlich	 wie	 der	 Wildtyp,	 jedoch	 war	 eine	

Interaktion	mit	NreB	stark	reduziert.		

	

Abb.	 33:	 Modelliertes	 Interaktionsmodell	 des	 NreA-Homodimers	 sowie	 zwischen	 NreA-Dimer	 und	 NreB.	 A)	 zeigt	 die	
Kristallstruktur	 des	 modellierten	 NreA-Dimers.	 B)	 umfasst	 das	 vollständige	 Interaktionsmodell	 zwischen	 der	
Oberflächendarstellung	 des	 NreA-Homodimers	 und	 NreB.	 Die	 potentiellen	 Interaktionsflächen	 sind	 farblich	 angedeutet.	
Markiert	sind	die	Nitratbindetasche	durch	Y95	und	NO3

-,	sowie	der	konservierte	Glycinrest	G75.	

Abb.	33	zeigt	das	Interaktionsmodel	von	NreA	und	NreB	basierend	auf	den	BACTH-Ergebnissen.	Die	

Dimerisierungsfläche	des	NreA-Dimers	bildet	Cluster	 I	um	die	Nitratbindetasche.	 In	diesem	Bereich	

befindet	 sich	 die	 Helix	 α3	 (Abb.	 33A).	 Die	 NreA-Monomere	 sind	 im	 Modell	 um	 180°	 zueinander	

gedreht.	Auf	der	gegenüberliegenden	Seite	des	Proteins	befindet	sich	Cluster	II,	welches	die	potentielle	

Interaktionsfläche	mit	NreB	darstellt	(Abb.	33B).	

4.7.4 Einfluss	der	Fusionskombination	auf	die	NreA/NreB-Heterodimerisierung	

Das	 Prinzip	 des	 BACTH-Systems	 beruht	 auf	 der	 Refunktionalisierung	 der	 genetisch	 getrennten	

Fragmente	T18	und	T25	der	katalytischen	Domäne	der	Adenylatzyklase	aus	Bortetella	pertussis.	Diese	

Fragmente	können	dabei	sowohl	N-	als	auch	C-terminal	an	die	zu	untersuchenden	Proteine	fusioniert	

werden,	 sodass	 bei	 zwei	 beteiligten	 Proteinen	 acht	 Fusionskombinationen	 möglich	 sind.	 Bei	 den	

BACTH-Untersuchungen	 zur	 Heterodimerisierung	 von	 NreA	 und	 NreB	 zeigten	 lediglich	 drei	

Kombination	im	Wildtyp	eine	Interaktion	(Koch-Singenstreu,	2013),	sodass	alle	Varianten	in	weiteren	

Versuche	ebenfalls	in	diesen	Kombinationen	getestet	wurden.	Allerdings	kam	es	in	Abhängigkeit	der	

Fusionskombination	zu	Unterschieden	zwischen	denselben	untersuchten	NreA-Varianten	(Abb.	34).		
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Abb.	 34:	 BACTH-Interaktionsstudien	 zur	Heterodimerisierung	 zwischen	NreB	 und	NreA	 sowie	NreA(I43A)	 (Cluster	 I)	 in	
Abhängigkeit	 der	 Fusionskombination.	 Die	 Kulturen	 wurden	 anaerob	 bei	 30	 °C	 gezüchtet.	 Dunkelgraue	 Balken	 geben	
nitratfreie	 Zuchten	 an,	 hellgraue	 Balken	 nitrathaltige	 (10	 mM)	 Zuchten.	 Die	 Hetero-	 und	 Homodimerisierung	 der	
Proteinfusionen	von	NreB	und	NreA	bzw.	NreA	und	NreA	wurde	durch	die	Aktivität	der	refunktionalisierten	Adenylatzyklase	
aus	Bo.	pertussis	bestimmt.	Das	Maß	der	 Interaktion	 ist	durch	die	β-Galaktosidaseaktivität	dargestellt	und	 in	Miller-Units	
[MU]	 angegeben.	 Als	 Positivkontrolle	 K+	 dienen	 die	 interagierenden	 Leucinzipper	 (T25Zip/T18Zip),	 als	 Negativkontrolle	 K-	
wurde	das	nicht	interagierende	Paar	T25NreA/T18Zip	verwendet.	

Abb.	34	demonstriert	beispielhaft	die	unterschiedliche	Ausprägung	der	β-Galaktosidaseaktivitäten	in	

Abhängigkeit	von	der	studierten	Fusionskombination.	In	der	Kombination	T18NreB/NreAT25	zeigte	die	

Variante	 NreA(I43A)	 eine	 dem	 Hintergrundniveau	 entsprechende	 Enzymaktivität.	 War	 das	 T18-

Fragment	 C-terminal	 an	 NreB	 fusioniert,	 reduzierte	 sich	 die	 Enzymaktivität	 der	 NreA-Variante	 im	

Vergleich	zum	Wildtyp	lediglich	um	25	(T25NreA)	bzw.	50	%	(NreAT25).	Diese	Diskrepanzen	konnten	für	

viele	weitere	Varianten	beobachtet	werden,	ebenso	wie	eine	unterschiedliche	Ausprägung	innerhalb	

einer	 Fusionskombination	 in	 Abhängigkeit	 der	 Testreihe	 bzw.	 des	 Testtages.	 Eine	 Instabilität	 der	

untersuchten	 Fusionsproteine	 wurde	 durch	 Expressionsnachweise	 mittels	 Western	 Blot	

ausgeschlossen.	

4.7.5 Einfluss	von	NreC	auf	die	NreA/NreB-Heterodimerisierung	

Mit	Hilfe	des	etablierten	BACTH-Systems	lässt	sich	die	Interaktion	zweier	Proteine	untersuchen,	jedoch	

wird	dabei	der	Einfluss	anderer	Proteine,	die	 für	das	System	physiologisch	wichtig	sind,	außer	Acht	

gelassen.	 So	bedarf	die	Ausbildung	des	 Septums	während	der	 Zellteilung	 in	E.	 coli	 einer	Reihe	von	

essentiellen	Proteinen,	die	über	multiple	Interaktionen	miteinander	verbunden	sind.	Die	Interaktion	

zweier	 Proteine	 konnte	 durch	 die	 Anwesenheit	 eines	 dritten	 Proteins	 dieses	 Netzwerks	moduliert	

werden	(Karimova	et	al.,	2005).	
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Die	Komplettierung	des	NreABC-Systems	durch	NreC	könnte	demnach	ebenfalls	einen	stabilisierenden	

Einfluss	auf	NreA	und	NreB	sowie	deren	Interaktion	nehmen	und	Diskrepanzen	zwischen	den	einzelnen	

Testreihen	reduzieren.	Alle	Studien	zur	BACTH-Heterodimerisierung	zwischen	NreB	und	NreA	sowie	

den	NreA-Varianten	wurden	deswegen	in	Anwesenheit	von	NreC	wiederholt.	Expressionsnachweise	

bestätigten,	dass	alle	drei	Proteine	des	Systems	stabil	gebildet	werden	(Klein,	2018).	

Die	 Anwesenheit	 von	 NreC	 führte	 bei	 der	 NreA/NreB-Heterodimerisierung	 zu	 reproduzierbaren	

BACTH-Daten.	Innerhalb	einer	Fusionskombination	wurden	so	die	Schwankungen	bei	Messungen	an	

unterschiedlichen	Testtagen	beseitigt,	allerdings	gab	es	vereinzelt	noch	Diskrepanzen	zwischen	den	

verschiedenen	Fusionskombinationen	(Abb.	35B).	Zusätzlich	zeigte	sich	eine	Abhängigkeit	der	Aktivität	

von	 der	 Wachstumsphase.	 Wurde	 der	 Enzymtest	 mit	 Zellen	 der	 Exponentialphase	 durchgeführt,	

wiesen	die	getesteten	Heterodimerpaare	bei	Zugabe	von	Nitrat	keine	β-Galaktosidaseaktivität	auf.	Für	

die	 in	 der	 stationären	Phase	untersuchten	Heterodimerpaare	hingegen	wurde	 in	Anwesenheit	 von	

Nitrat	 eine	deutliche	β-Galaktosidaseaktivität	 gemessen,	die	etwa	der	Hälfte	der	nitratfreien	Zucht	

entsprach.	 NreA-Varianten,	 die	 in	 der	 Interaktion	 mit	 NreB	 und	 Anwesenheit	 von	 NreC	 in	 der	

Exponentialphase	 eine	 stark	 reduzierte	 β-Galaktosidaseaktivität	 besaßen,	 zeigten	 jedoch	 in	 der	

stationären	Phase	eine	dem	Wildtyp	entsprechende	Aktivität.	Für	die	 Interpretation	der	Ergebnisse	

war	 demnach	 die	 Durchführung	 des	 Enzymtests	 in	 der	 exakten	Wachstumsphase	 essentiell	 (Klein,	

2018).	

Im	Vergleich	der	Studien	zur	Heterodimerisierung	in	Ab-	und	Anwesenheit	von	NreC	ergab	sich	zudem	

ein	abweichendes	Bild.	

In	Abb.	35	sind	die	NreA-Oberflächen	sowie	die	getesteten	NreA-Varianten	in	der	Heterodimerisierung	

mit	 NreB	 in	 Ab-	 und	 Anwesenheit	 von	 NreC	 dargestellt.	 Varianten	 mit	 einer	 reduzierten	 β-

Galaktosidaseaktivität	und	damit	einhergehend	reduzierten	Interaktion	zwischen	NreA	und	NreB	sind	

orange	markiert.	Wildtypische	 Interaktion	 zwischen	NreA-Varianten	und	NreB	 ist	 durch	eine	 graue	

Färbung	verdeutlicht.	Während	in	Abwesenheit	von	NreC	ausschließlich	Varianten	des	Cluster	II	auf	

der	NreA-Oberfläche	eine	reduzierte	NreA/NreB-Interaktion	zeigten,	wurde	in	Anwesenheit	von	NreC	

vorwiegend	 reduzierte	 Heterodimerisierung	 zwischen	 NreB	 und	 NreA-Varianten	 des	 Clusters	 I	

gemessen.	 Allerdings	 gab	 es	 hier	 leichte	 Unterschiede	 in	 Abhängigkeit	 der	 Fusionskombination.	 In	

Anwesenheit	von	NreC	zeigten	vier	der	möglichen	acht	wildtypischen	NreA/NreB-Heterodimere	eine	

β-Galaktosidaseaktivität,	sodass	auch	alle	NreA-Varianten	in	diesen	Fusionskombinationen	untersucht	

wurden.	 Für	 die	 Varianten	 NreA(K65A),	 NreA(I72A)	 sowie	 NreA(R73A)	 wurden	 in	 drei	 von	 vier	

Kombinationen	 eine	 reduzierte	 Interaktion	 mit	 NreB	 gemessen.	 Die	 in	 Anwesenheit	 von	 NreC	

ermittelten	Ergebnissen	 zur	Heterodimerisierung	von	NreA	und	NreB	wiedersprechen	 somit	denen	

ohne	NreC	und	sind	nicht	mit	dem	Interaktionsmodell	aus	Abb.	33	in	Einklang	zu	bringen.	
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Abb.	 35:	 Oberflächendarstellung	 der	 potentiellen	 Interaktionsstelle	 in	 NreA	 für	 die	 Heterodimerisierung	 mit	 NreB	 in	
Abhängigkeit	 von	NreC.	Die	Darstellung	beruht	auf	den	Ergebnissen	der	BACTH-Interaktionsstudien.	A)	 repräsentiert	die	
Ergebnisse	 in	Abwesenheit	 von	NreC,	B)	 zeigt	die	Ergebnisse	 in	Anwesenheit	 von	NreC.	Wildtypische	 Interaktion	 ist	 grau	
dargestellt.	Reduzierte	Interaktion	in	allen	getesteten	Fusionskombinationen	zwischen	NreB	und	NreA-Varianten	ist	orange-
rot	markiert,	wohingegen	reduzierte	Interaktion	in	drei	von	vier	getesteten	Fusionskombinationen	orange	dargestellt	ist.	

4.8 Funktionsstudien	der	NreA-Varianten	

NreA-Varianten,	 die	 einen	 Effekt	 auf	 die	 BACTH-Hetero-	 und	 Homodimerisierung	 gezeigt	 haben,	

wurden	 mit	 Hilfe	 der	 Reportergenfusion	 narG-lip	 funktionell	 in	 S.	 carnosus	 charakterisiert.	 Das	

Reportergenplasmid	pMW1040,	welches	die	Gene	nreA,	nreB,	nreC	 sowie	die	Fusion	narG-lip	 trägt	

wurde	 in	 den	 nreABC-negativen	 Stamm	 S.	 carnosus	 m1	 transformiert.	 Somit	 konnten	 die	

Auswirkungen	von	Veränderungen	 im	NreABC-System	auf	das	Expressionsverhalten	von	narG-lip	 in	

Abhängigkeit	von	O2	und	Nitrat	in	vivo	in	S.	carnosus	untersucht	werden.	Die	Lipaseaktivität	ist	ein	Maß	
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für	die	Expression	der	Zielgene	des	NreABC-Systems	und	wird	in	Units	pro	Gramm	Zelltrockengewicht	

[U/g	ZTM]	angegeben.	

	

Abb.	 36:	 Lipaseaktivität	 (narG-lip	 Expression	 in	 S.	 carnosus)	 von	 NreA-Varianten	 aus	 Cluster	 I	 und	 II	 mit	 reduzierter	
Interaktion	 in	 BACTH-Hetero-	 und	 Homodimerisierung	 unter	 anaeroben	 Bedingungen	 in	 Abhängigkeit	 von	 Nitrat.	Die	
Messung	der	Lipaseaktivität	wurde	nach	anaerober	Anzucht	der	Bakterien	bis	zu	einer	OD578	von	0,5	in	Ab-	und	Anwesenheit	
von	Nitrat	 (10	mM)	durchgeführt.	Nitratfreie	Zuchten	sind	hellorange	dargestellt,	nitrathaltige	Zuchten	dunkelorange.	Als	
Positivkontrolle	 der	 narG-lip	 Expression	 diente	 ein	 nreABC-positiver	 Stamm	 (WT)	 (S.	 carnosus	 m1	 pMW1040)	 und	 als	
Negativkontrolle	(OFF-Phänotyp)	ein	nreABC-deletierter	Stamm	(S.	carnosus	m1	pMW1001).	

Unter	 anaeroben	 Bedingungen	 zeigte	 der	 Wildtyp	 mit	 plasmidkodiertem	 NreABC	 eine	 deutliche	

Lipaseaktivität,	welche	durch	die	Zugabe	von	Nitrat	um	den	Faktor	1,3	gesteigert	wurde	 (Abb.	36).	

Dieser	 Nitrateffekt	 beruht	 auf	 der	 verminderten	 bzw.	 veränderten	 Interaktion	 zwischen	NreA	 und	

NreB	(Nilkens	et	al.,	2014).	Für	die	ΔNreABC-Variante	konnte	lediglich	eine	sehr	geringe	Lipaseaktivität,	

unabhängig	von	der	Anwesenheit	von	Nitrat,	gemessen	werden	(OFF-Phänotyp).	Der	OFF-Phänotyp	ist	

durch	 die	 fehlende	 Induktion	 der	 Zielgene	 charakterisiert	 (Nilkens	 et	 al.,	 2014).	 Die	 Varianten	

NreA(I43A)	und	NreA(G64A)	aus	Cluster	I	wiesen	eine	dem	Wildtyp	entsprechende	Lipaseaktivität	in	

Abwesenheit	von	Nitrat	auf,	allerdings	wurde	diese	durch	die	Zugabe	von	Nitrat	 im	Gegensatz	zum	

Wildtyp	 nicht	weiter	 stimuliert.	Die	 übrigen	NreA-Varianten	G66A,	G69A	 sowie	G75A	des	 Cluster	 I	

zeichneten	sich	durch	eine	dem	OFF-Phänotyp	entsprechende	fehlende	narG-lip	Expression	aus.	Für	

die	 Variante	 NreA(R21A)	 aus	 Cluster	 II	 konnte	 ebenfalls	 lediglich	 eine	 minimale	 Enzymaktivität	

detektiert	 werden,	 wohingegen	 die	 NreA-Varianten	 D27A	 und	 N51D	 eine	 dem	 Wildtyp-ähnliche	

Lipaseaktivität	aufwiesen.	Durch	die	Zugabe	von	Nitrat	kam	es	zu	einer	um	den	Faktor	1,2	(D27A)	bzw.	

1,4	(N51D)	höheren	narG-lip	Expression.	
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4.8.1 Unterschiede	 in	 den	 Funktionsstudien	 in	 Abhängigkeit	 der	 Methode	 zur	

Variantenerstellung	

Das	narG-lip-Reportergenplasmid	pMW1040	ist	ein	E.	coli/S.	carnosus-Shuttle-Vektor	mit	einer	Größe	

von	 etwa	 elf	 Kilobasen.	 Aufgrund	 der	 Größe	 konnte	 es	 durch	 die	 Mutagenese	 zu	 zusätzlichen	

Mutationen	 kommen,	 die	 eine	 Auswirkung	 auf	 die	 Funktionsstudien	 haben	 könnten.	 Aus	 diesem	

Grund	wurden	die	NreA-Varianten	in	das	Testplasmid	sowohl	per	Mutagenese	als	auch	per	Klonierung	

(nach	 Erstellung)	 eingefügt	 und	 die	 narG-lip	 Expression	 verglichen.	 Bei	 der	 Umklonierung	 des	

Testplasmids	wurde	lediglich	das	mutierte	nreA-Gen	über	die	Schnittstellen	SacI	und	XbaI	(oder	XbaI	

und	PmeI)	in	den	wildtypischen	pMW1040-Vektor	eingefügt.		

Für	einige	NreA-Varianten	aus	Cluster	I	wurden	in	den	Funktionsstudien	erhebliche	Unterschiede	für	

beide	 Methoden	 der	 Mutantenerstellung	 festgestellt.	 NreA(I43A)	 und	 NreA(G64A)	 aus	 Cluster	 I	

beispielsweise	zeigten	in	den	Funktionsstudien	mit	mutiertem	Testplasmid	keine	narG-lip	Expression,	

während	 in	 den	 Studien	 des	 umklonierten	 Testplasmids	 eine	 deutliche	 Lipaseaktivität	 detektiert	

werden	 konnte.	 Die	 Ergebnisse	 der	 Varianten	 aus	 Cluster	 I	 aus	 Abb.	 36	 beruhen	 deshalb	 auf	 den	

Messungen	 mit	 den	 umklonierten	 Testplasmiden.	 Sequenzierungen	 der	 entsprechenden	 Plasmide	

zeigten	 jedoch	 keine	 zusätzlichen	oder	 kompensatorischen	Mutationen	 in	den	Genen	des	NreABC-

Systems,	sodass	die	Gründe	für	die	unterschiedlichen	narG-lip	Expressionen	unklar	sind.	

4.9 Zusammenfassung	der	BACTH-Interaktions-	sowie	der	narG-lip-Funktionsstudien	

Die	BACTH-Interaktionsstudien	sowie	die	dazugehörigen	Funktionsstudien	der	NreA-Varianten	sind	in	

Tabelle	 5	 zusammengefasst.	 Die	 BACTH-Studien	 in	 Abwesenheit	 von	NreC	 deuten	 auf	 Cluster	 I	 als	

NreA-Dimerisierungsstelle	hin,	sowie	auf	Cluster	II	als	Interaktionsfläche	für	die	Heterodimerisierung	

mit	NreB	(Abb.	31	und	32).	Die	Anwesenheit	von	NreC	hatte	jedoch	auf	die	Heterodimerisierung	von	

NreA	und	NreB	bei	Verwendung	von	NreA-Varianten	aus	Cluster	II	keinen	Effekt.	Dies	wiederspricht	

dem	vermuteten	Interaktionsmodell	aus	Abb.	33.	

In	 den	 narG-lip-Reportergenstudien	 zeigten	 die	 NreA-Varianten	 aus	 Cluster	 I	 den	 größten	 Effekt.	

Waren	 die	NreA-Mutationen	mittels	Mutagenese	 eingefügt	worden,	 zeigten	 diese	 Varianten	 keine	

narG-lip	Expression	(Tabelle	5).	Nach	Umklonierung	der	NreA-Substitution	konnte	für	NreA(I43A)	und	

NreA(G64A)	 eine	 narG-lip	 Expression	 detektiert	 werden,	 jedoch	 konnte	 diese,	 im	 Gegensatz	 zum	

Wildtyp,	nicht	durch	Nitratzugabe	zusätzlich	stimuliert	werden.	NreA-Varianten	des	Cluster	II	zeigten	

bis	auf	NreA(R21A)	eine	dem	Wildtyp	entsprechende	narG-lip	Expression.		

Tabelle	5:	Übersicht	der	BACTH-Interaktionsstudien	und	narG-lip-Funktionsstudien	der	NreA-Varianten	 in	Abhängigkeit	
der	Testbedingungen.	Dem	Wildtyp	entsprechende	Interaktion	und	narG-lip	Expression	ist	mit	WT	gekennzeichnet.	Fehlende	
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narG-lip	Expression	ist	durch	OFF	verdeutlicht.	NreA-Varianten	aus	Cluster	I	(I)	sowie	Cluster	II	(II)	sind	angegeben.	N.b.:	nicht	
bestimmt	

NreA-
Variante	

BACTH-Interaktionsstudien	 narG-lip-Funktionsstudien	

NreA/NreB	 NreA/NreB		
			+	NreC	

NreA/NreA	 Mutagenese	 Klonierung	

I43A	(I)	 WT	 WT	 reduziert	 OFF	 Keine	NO3
--Stimulation	

G64A	 WT	 WT	 reduziert	 OFF	 Keine	NO3
--Stimulation	

G66A		 WT	 WT	 reduziert	 OFF	 OFF	

G69A	 WT	 WT	 reduziert	 OFF	 OFF	

G75A	 WT	 reduziert	 reduziert	 OFF	 OFF	

R21A	(II)	 reduziert	 WT	 WT	 OFF	 n.b.	

D27A	 reduziert	 WT	 WT	 WT	 n.b.	

N51D	 reduziert	 WT	 WT	 WT	 n.b.	

	

4.10 Interaktionsstudien	mit	Cystein-Crosslinking	für	die	NreA/NreA-Homodimerisierung	

Mit	Hilfe	von	oxidativem	in	vivo	Cystein-Crosslinking	sollte	das	durch	die	NreC-freien	BACTH-Studien	

erstellte	 NreA-Interaktionsmodell	 mit	 einer	 unabhängigen	 Methode	 überprüft	 werden.	 Cystein-

Crosslinking	 eignet	 sich	 zur	 Identifizierung	 von	 potentiellen	 Dimerisierungsflächen.	 In	 den	 zu	

untersuchenden	 Positionen	 wurden	 einzelne	 Cysteinreste	 genetisch	 eingefügt.	 Aufgrund	 der	

chemischen	 Reaktivität	 der	 Sulfhydrylgruppe	 der	 Cysteinreste	 können	 diese,	 wenn	 sie	 benachbart	

liegen,	zum	Disulfid	oxidiert	werden,	was	in	einem	permanenten	Dimer	resultiert.	Dieses	kann	nach	

der	Auftrennung	mittels	SDS-Page	und	anschließendem	Western	Blot	vom	Monomer	unterschieden	

werden.		

Wildtypisches	 NreA	 ist	 cysteinfrei,	 sodass	 die	 zu	 untersuchenden	 Stellen	 im	 Protein	 durch	 Cystein	

substituiert	 werden	 können.	 In	 Abb.	 37	 sind	 die	 Aminosäurereste	 in	 NreA	 dargestellt,	 die	 für	 das	

oxidative	in	vivo	Cystein-Crosslinking	zur	Untersuchung	der	NreA-Dimerisierung	ausgewählt	wurden.		
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Abb.	37:	Lokalisation	der	für	das	Cystein-Crosslinking	ausgewählten	Aminosäurereste	im	NreA-Kristall.	Reste,	die	 in	der	
potentiellen	 NreA-Homodimerisierungsfläche	 liegen	 sind	 grün	 markiert	 (G69,	 L70,	 R73).	 Oberflächenexponierte	 Reste	
außerhalb	der	potentiellen	Interaktionsfläche	sind	blau	dargestellt	 (A16,	S49,	L99),	während	nicht	oberflächenexponierte,	
nach	innen	gerichtete	Reste	orange	gefärbt	sind	(A29,	A120).	

Die	 Reste	 G69,	 L70	 sowie	 R73	 (grün	 markiert)	 bilden	 einen	 großen	 Teil	 der	 potentiellen	

Interaktionsfläche	 für	 das	 NreA-Homodimer	 und	 wurden	 deswegen	 für	 das	 Cystein-Crosslinking	

ausgewählt.	Die	blau	dargestellten	Reste	A16,	S49	und	L99	sind	alle	oberflächenexponiert,	allerdings	

außerhalb	 der	 vermuteten	 Interaktionsfläche	 zu	 finden.	Neben	dem	Wildtyp	wurden	 zusätzlich	 als	

Negativkontrollen	 die	 Reste	A29	 sowie	A120	 gewählt	 (orange),	 die	 in	 das	 Proteininnere	 gerichtete	

Seitenketten	besitzen	und	demnach	keinen	Oberflächenkontakt	aufweisen.	

4.10.1 Oxidatives	in	vivo	Cystein-Crosslinking	

Das	oxidative	in	vivo	Cystein-Crosslinking	wurde	nach	bestehendem	Protokoll	in	E.	coli	mit	Cu[II]-(1,10-

Phenanthrolin)3	als	Oxidationsmittel	durchgeführt	(Monzel	&	Unden,	2015).	Aufgrund	der	Reaktivität	

der	Cysteinreste	war	der	während	der	Zucht	und	beim	Experimentieren	vorhandene	Luftsauerstoff	

bereits	ausreichend,	um	ohne	zusätzliches	Oxidationsmittel	NreA*-Dimere	zu	bilden	(Abb.	A	7).	Neben	

den	 dominanten	 Monomerbanden	 bei	 etwa	 18	 kDa,	 waren	 zusätzlich	 schwache	 Dimerbanden	

zwischen	35	und	40	kDa	sichtbar.	Lediglich	im	wildtypischen	NreA-Ansatz	konnte	nur	monomeres	NreA	

aufgrund	 fehlender	Cysteinreste	nachgewiesen	werden.	Durch	Zugabe	des	Oxidationsmittels	Cu[II]-

(1,10-Phenanthrolin)3	wurden	die	detektierten	Dimerbanden	aller	NreA-Varianten	dominanter,	jedoch	

konnten	 kaum	 Unterschiede	 zwischen	 den	 einzelnen	 NreA-Varianten	 festgestellt	 werden.	 Um	 die	

Oxidation	durch	Luftsauerstoff	auszuschließen,	wurden	die	Zellen	im	Weiteren	anaerob	gezüchtet	und	
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das	in	vivo	Crosslinking	mit	Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	unter	anaeroben	Bedingungen	durchgeführt.	

Dieser	 Ansatz	 war	 aufgrund	 von	 schlechtem	 Wachstum	 der	 Zellen	 und	 nicht	 reproduzierbaren	

Ergebnissen	erfolglos.	

4.10.2 Modifiziertes	Cystein-Crosslinking	

Um	spontane	(Luft-)	Oxidation	der	Cysteinreste	auszuschließen,	mussten	während	der	Durchführung	

des	 Cystein-Crosslinkings	 reduzierende	 Bedingungen	 herrschen.	 Hierfür	 wurde	 eine	 modifizierte	

Cystein-Crosslinking	 Methode	 durchgeführt.	 Anstatt	 der	 Durchführung	 des	 Crosslinkings	 in	 vivo,	

wurden	die	Zellen	nach	der	Überproduktion	der	NreA-Varianten	in	Anwesenheit	des	Reduktionsmittels	

DTT	aufgeschlossen	und	erst	der	Zellextrakt	mit	Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	oxidiert.	

															 	

Abb.	 38:	 Western	 Blots	 des	 modifizierten	 oxidativen	 Cystein-Crosslinkings	 mit	 Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	 von	 NreA-
Varianten.	Die	Zellen	des	E.	coli	Stammes	M15	wurden	mit	den	Plasmiden	der	NreA-Cysteinvarianten	transformiert	und	aerob	
ohne	Nitrat	gezüchtet.	Anschließend	erfolgte	der	Zellaufschluss	mit	Glasperlen	und	1	mM	DTT	mit	der	FastPrep-Zellmühle.	
Nach	Zentrifugation	der	Zelltrümmer	wurden	die	Proteine	des	Zellextrakts	mit	4	mM	Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	behandelt.	
Durch	Zugabe	der	Stopp-Lsg	(inkl.	SDS-Ladepuffer	ohne	DTT)	wurde	die	Reaktion	gestoppt	und	die	Proteine	direkt	mittels	
SDS-Page	 aufgetrennt.	 Der	 Nachweis	 im	 Immunoblot	 erfolgte	 mit	 dem	 spezifischen	 Antikörper	 gegen	 NreA.	 Die	 Pfeile	
markieren	 das	 NreA-Monomer,	 sowie	 das	 Crosslinking-Produkt	 NreA2.	 Die	 Variante	 A120C	 enthält	 einen	 nicht-
oberflächenexponierten	 Rest	 (nach	 Abb.	 37,	 orange),	 während	 G69C	 und	 R73C	 innerhalb	 der	 potentiellen	
Homodimerisierungsfläche	(nach	Abb.	37,	grün)	lokalisiert	sind	und	A16C	sich	auf	der	gegenüberliegenden	Oberfläche	(nach	
Abb.	37,	blau)	befindet.	

Cysteinfreies,	wildtypisches	NreA	 zeigte	 nach	 der	Oxidation	 lediglich	 eine	 Bande	 bei	 etwa	 18	 kDa,	

welche	monomerem	NreA	entspricht	(Abb.	38).	Die	dargestellten	NreA-Varianten	wiesen	ebenfalls	die	

Monomerbande	sowohl	in	Ab-	als	auch	Anwesenheit	von	Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	auf.	Durch	das	

Crosslinking	mit	Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	konnte	für	alle	NreA-Varianten	eine	Bande	zwischen	35	

und	40	kDa	detektiert	werden.	Diese	entspricht	der	Größe	des	NreA-Dimers.	Die	Dimerbanden	der	

NreA-Varianten	A16C	und	A120C	waren	am	stärksten	ausgeprägt,	wohingegen	die	Dimerbande	der	

Variante	NreA(G69C)	am	schwächsten	ausgebildet	war.	Identische	Ergebnisse	konnten	bei	der	Zucht	

in	Anwesenheit	von	Nitrat	beobachtet	werden.	
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4.10.3 Zugänglichkeit	der	ausgewählten	Cysteinvarianten	in	NreA	

Da	alle	NreA-Varianten	sowohl	unabhängig	ihrer	Lokalisation	im	NreA-Kristall	als	auch	unabhängig	vom	

Vorhandensein	 von	 Nitrat	 ein	 Crosslinking-Produkt	 aufwiesen,	 wurden	 die	 Zugänglichkeiten	 der	

Aminosäurereste	 nach	 Substitution	 durch	 Cystein	 untersucht.	 Das	 Prinzip	 der	

Cysteinzugänglichkeitsstudien	 beruht	 auf	 der	 Reaktion	 von	 Maleimidderivaten	 mit	 der	 Sulfhydryl-

Gruppe	der	Cysteinreste.	Durch	den	nukleophilen	Angriff	des	Sulfhydrylanions	auf	ein	Kohlenstoffatom	

der	Doppelbindung	des	Maleimidrings	entsteht	eine	stabile	Thioetherbindung,	welche	eine	weitere	

Reaktion	 des	 Cysteinrests	 verhindert	 (Falke	 et	 al.,	 1988).	 Voraussetzung	 für	 diese	 Reaktion	 ist	 das	

Vorhandensein	 von	Wasser,	 sodass	 lediglich	wasserexponierte,	 zugängliche	Cysteinreste	 reagieren.	

Um	zwischen	zugänglichen	und	unzugänglichen	Cysteinresten	unterscheiden	zu	können,	wurden	zwei	

verschiedene	Maleimidderivate	 in	 einem	 zweistufigen	 Experiment	 verwendet.	 Zunächst	 wurde	 N-

Ethylmaleimid	 (NEM)	für	die	Markierung	der	wasserzugänglichen	Cysteinreste	zu	den	Zellen	 in	vivo	

gegeben,	sodass	alle	oberflächenexponierten	Cysteinreste	reagieren	konnten.	Anschließend	wurden	

die	Zellen	mit	SDS	permeabilisiert	und	die	Proteine	denaturiert.	Vorher	unzugängliche	Reste	wurden	

dadurch	zugänglich	und	konnten	mit	dem	zweiten	Derivat	Methoxy-Polyethylenglycolmaleimid	(PEG-

Mal)	markiert	werden.	Da	PEG-Mal	ein	Molekulargewicht	von	etwa	10	kDa	aufweist,	können	PEG-Mal-

markierte	Proteine	im	SDS-Gel	leicht	von	NEM-markierten	Proteinen	(Protein	+	125	Da)	unterschieden	

werden.	 Eine	 zusätzliche	 höhermolekulare	 Bande	 entsprach	 daher	 einem	 in	 vivo	 unzugänglichen	

Cysteinrest	im	Inneren	des	Proteins.	

	

Abb.	 39:	 Western	 Blots	 der	 in	 vivo	 Zugänglichkeitsstudien	 von	 NreA-Cysteinvarianten.	 A)	 zeigt	 die	 Ergebnisse	 der	
Zugänglichkeitsstudie	 mit	 NEM	 und	 anschließender	 PEG-Mal-Markierung,	 B)	 demonstriert	 die	 Ergebnisse	 des	
Kontrollversuchs	 ohne	 NEM-Markierung.	 Die	 Zellen	 des	 E.	 coli	 Stammes	 M15	 wurden	 mit	 den	 Plasmiden	 der	 NreA-
Cysteinvarianten	transformiert	und	anaerob	ohne	Nitrat	(oder	mit	10	mM)	gezüchtet.	Anschließend	erfolgte	bei	A)	die	Zugabe	
von	2	mM	NEM	für	1,5	h	bei	25	°C.	Nach	dem	Zellaufschluss	sowie	der	Proteindenaturierung	durch	SDS	wurde	5,5	mM	PEG-
Mal	für	ebenfalls	1,5	h	bei	25	°C	hinzugegeben.	Durch	Zugabe	von	SDS-Ladepuffer	inkl.	DTT	wurde	die	Reaktion	gestoppt	und	
die	Proteine	direkt	mittels	SDS-Page	aufgetrennt.	Der	Nachweis	 im	Immunoblot	erfolgte	mit	dem	spezifischen	Antikörper	
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gegen	NreA.	Die	Pfeile	markieren	das	NreA-Monomer,	sowie	PEG-Mal	markiertes	NreA.	Die	Varianten	A29C	und	A120C	sind	
nicht-oberflächenexponierte	Reste	(nach	Abb.	37,	orange),	während	G69C,	L70C	sowie	R73C	innerhalb	(nach	Abb.	37,	grün)	
und	A16C,	S49C	und	L99C	außerhalb	(nach	Abb.	37,	blau)	der	potentiellen	Homodimerisierungsfläche	lokalisiert	sind.	

Abb.	39A	demonstriert	die	Ergebnisse	der	in	vivo	durchgeführten	Zugänglichkeitsstudien	mit	NEM-	und	

PEG-Mal-Markierung.	 Wildtypisches	 NreA	 zeigte	 die	 erwartete	 Monomerbande	 bei	 etwa	 18	 kDa	

aufgrund	 fehlender	 Cysteinreste.	 Alle	 getesteten	 Cysteinvarianten	 von	NreA	wiesen	 ebenfalls	 eine	

Monomerbande	 zwischen	 15	 und	 25	 kDa	 auf,	 unabhängig	 ihrer	 Lokalisation	 im	 Protein.	 Das	

Kontrollexperiment	in	Abb.	39B	bestätigte,	dass	die	eingefügten	Cysteinreste	mit	PEG-Mal	reagieren	

können.	Neben	dem	Wildtyp	wiesen	alle	NreA-Varianten	eine	Monomerbande	auf.	Zusätzlich	zeigten	

die	Cysteinvarianten	eine	Bande	bei	etwa	40	kDa.	Die	erwartete	Größe	von	NreA	und	PEG-Mal	betrug	

etwa	28	kDa,	allerdings	veränderte	vermutlich	die	langkettige	Struktur	des	PEG-Mals	das	Laufverhalten	

von	markiertem	NreA.	In	Abwesenheit	von	Nitrat	konnten	für	die	Varianten	NreA(S49C),	NreA(G69C),	

NreA(L99C)	 sowie	 NreA(A120C)	 nur	 eine	 schwache	 zusätzliche	 PEG-Mal-NreA-Bande	 detektiert	

werden.	Die	deutlichsten	Banden	waren	bei	NreA(A16C)	und	NreA(A29C)	zu	beobachten.	Durch	die	

Zugabe	 von	 Nitrat	 während	 der	 Zucht	 veränderte	 sich	 das	 Bandenmuster	 leicht.	 Die	 deutlichste	

zusätzliche	Bande	wurde	für	NreA(L70C)	detektiert,	wobei	für	NreA(L99C)	sowie	NreA(A120C)	nur	sehr	

schwache	Banden	zusehen	waren.	In	Anwesenheit	von	Nitrat	verstärkten	sich	die	zusätzlichen	Banden	

der	NreA-Varianten	S49C	sowie	G69C.	

Abschließend	 lässt	 sich	 festhalten,	 dass	 alle	 NreA-Cysteinvarianten	 in	 den	 in	 vivo	

Zugänglichkeitsstudien	mit	NEM	und	PEG-Mal	zugänglich	waren.	Allerdings	lassen	sich	in	den	PEG-Mal-

Studien	in	Abhängigkeit	von	Nitrat	Unterschiede	in	der	Zugänglichkeit	der	Varianten	feststellen.		

4.11 Bestimmung	des	Dimerisierungszustands	von	NreA-Varianten	durch	in	vitro	Gelfiltration	

In	den	BACTH-Studien	zur	Homodimerisierung	von	NreA	konnten	Varianten	 in	Cluster	 I	 identifiziert	

werden,	 die	 eine	 reduzierte	 Interaktion	 zeigten.	 Basierend	 auf	 diesen	 Ergebnissen	 wurde	 das	

Interaktionsmodell	 nach	 Abb.	 33	 modelliert.	 Die	 Homodimerisierung	 von	 NreA	 sollte	 mit	 einer	

weiteren	 unabhängigen	 Methode	 überprüft	 werden.	 Bei	 der	 Größenausschlusschromatographie	

(Gelfiltration)	werden	Moleküle	aufgrund	ihrer	Größe	über	eine	Trennsäule	mit	einem	quervernetzten	

Polymerharz	aufgetrennt.	Große	Moleküle	sind	nicht	in	der	Lage	in	die	Poren	der	stationären	Phase	

einzudringen	 und	 eluieren	 deswegen	 schneller	 als	 kleine	 Moleküle.	 Die	 stationäre	 Phase	 der	

verwendeten	Superdex75-Säule	besteht	aus	einer	vernetzten	Agarose-Dextranstruktur.	

Für	die	Gelfiltrationsstudien	wurden	die	NreA-Varianten	R21A,	G69A,	R73A	sowie	Y95A	ausgewählt	

und	mit	dem	Laufverhalten	des	Wildtyps	verglichen.	NreA(G69A)	zeigte	 in	den	BACTH-Studien	eine	

reduzierte	Homodimerisierung.	In	direkter	Umgebung	sind	NreA(R73A)	sowie	NreA(Y95A)	lokalisiert,	

wobei	beide	eine	wildtypische	Interaktion	in	der	NreA/NreA-Dimerisierung	im	BACTH-Test	aufwiesen.	
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NreA(R21A)	ist	im	Gegensatz	dazu	auf	der	gegenüberliegenden	Seite	der	NreA-Oberfläche	in	Cluster	II	

zu	finden	und	war	in	der	NreA/NreB-BACTH-Interaktion	reduziert.		

	

Abb.	40:	Gelfiltration	von	NreA	und	NreA-Varianten.	A)	zeigt	das	Elutionsprofil	von	NreA	und	NreA-Varianten,	B)	bildet	die	
aus	den	Retentionszeiten	und	Molekulargewichten	der	Eichproteine	ermittelte	Eichgerade	y	=	32,4849	+	(-3,44947)�10X	(R=	
-0,99)	ab	sowie	die	Retentionszeiten	der	NreA-Varianten	und	die	aus	der	Eichgerade	errechneten	Molekulargewichte.	Als	
Eichproteine	dienten	b-Amylase,	BSA,	C-Amylase	und	Cytochrom	C.	Die	Retentionszeit	ist	äquivalent	zum	Elutionsvolumen	
Ve.	Die	Superdex75-Säule	weist	ein	Bettvolumen	von	24	ml	mit	einer	Höhe	von	300	mm	und	einem	Durchmesser	von	10	mm	
auf,	die	Auftrennung	erfolgte	mit	einer	Durchflussgeschwindigkeit	von	1	ml/min.	

Abb.	40A	verdeutlicht,	dass	sowohl	wildtypisches	NreA	als	auch	die	getesteten	NreA-Varianten	ein	sehr	

ähnliches	Elutionsprofil	aufwiesen	und	bei	17,6	bzw.	17,8	ml	eluierten.	Anhand	der	Retentionszeiten	

der	 Eichproteine	 mit	 bekanntem	Molekulargewicht	 wurde	 die	 Eichgerade	 erstellt	 (Abb.	 40B).	 Das	

errechnete	 Molekulargewicht	 von	 NreA	 und	 Varianten	 betrug	 18	 bzw.	 20,6	 kDa	 und	 entspricht	

demnach	 der	 theoretischen	 Größe	 eines	 NreA-Monomers	 von	 18	 kDa.	 Die	Mutationen	 der	 NreA-

Varianten	hatten	keinen	großen	Einfluss	auf	das	Elutionsverhalten,	wobei	NreA(R73A)	und	NreA(Y95A)	

0,2	ml	früher	eluierten.	Sowohl	NreA-Wildtyp	als	auch	die	Varianten	liegen	im	isolierten	Zustand	als	

Monomer	vor.		

A) 

B) 	 Ve	[ml]	 MR	[kDA]	

β-Amylase	 14,3	 200	

BSA	 15,5	 67	

C-Amylase	 17,3	 29	

Cytochrom	C	 18,3	 12,4	

NreA,	NreA(R21A),	NreA(G69A)	 17,8	 18	

NreA(R73A),	NreA(Y95A)	 17,6	 20,6	
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5 Diskussion	

Der	 Diskussionteil	 gliedert	 sich	 in	 zwei	 unabhängige	 Teile.	 Zunächst	 werden	 die	 Ergebnisse	 zur	

Untersuchung	der	phylogenetischen	Verteilung	der	[Fe-S]-haltigen	O2-Sensoren	diskutiert.	Darauf	folgt	

der	Diskussionteil	über	die	Interaktionsstudien	des	O2-Sensors	NreB	und	dem	Nitratsensor	NreA	aus	S.	

carnosus.	

Der	Transkriptionsfaktor	FNR	aus	E.	coli	und	B.	subtilis,	die	Sensorkinase	NreB	aus	S.	aureus	und	der	

Transkriptionsfaktor	 WhiB3	 aus	 M.	 tuberculosis	 agieren	 mit	 einem	 [4Fe-4S]-Cluster	 als	 direkte	

Sauerstoff-	 bzw.	 Redoxsensoren	 und	 zeigen	 eine	 ähnliche	 Clusterdegradation	 bei	 Exposition	 mit	

Sauerstoff	oder	anderen	redox-aktiven	Molekülen.	Allerdings	regulieren	die	Sensoren	unterschiedliche	

Zielgene	 und	 zeigen	 unterschiedliche	 Wirkungsmechanismen.	 Mit	 Hilfe	 der	 vorliegenden	

bioinformatischen	 Studien	 sollte	 geklärt	 werden,	 ob	 die	 [Fe-S]-haltigen	 Sensoren	 unabhängig	

voneinander	entstanden	sind	oder	ob	sie	einen	gemeinsamen	Vorfahren	besitzen.	Des	Weiteren	sollte	

deren	phylogenetische	Verteilung	analysiert	werden.	Es	wurde	bereits	postuliert,	dass	FNREc	und	FNRBs	

aufgrund	 der	 Ähnlichkeiten	 im	 strukturellen	 Aufbau	 der	 Proteine	 vom	 globalen	 Genregulator	 CRP	

abstammen	könnten	(Shaw	et	al.,	1983;	Cruz	Ramos	et	al.,	1995).	Mittels	Sequenzvergleichen	konnten	

für	jeden	Sensor	homologe	Proteine	identifiziert	werden,	die	anschließend	auf	das	Vorhandensein	der	

konservierten	Cluster-Bindemotive	hin	untersucht	wurden.		

5.1 FNR	aus	E.	coli	–	Sauerstoffsensor	der	Proteobakterien	

FNR	fungiert	in	E.	coli	als	Hauptregulator	in	der	Umstellung	von	aerobem	zu	anaerobem	Stoffwechsel.	

Neben	der	Aktivierung	von	anaeroben	Genen	für	z.B.	die	Nitrat-	und	Fumaratatmung	werden	auch	

einige	aerobe	Gene	durch	FNREc	reprimiert.	Über	vier	konservierte	Cysteinreste	koordiniert	FNREc	N-

terminal	 ein	 [4Fe-4S]2+-Cluster,	 welches	 FNREc	 als	 direkten	 Sauerstoffsensor	 befähigt	 (Melville	 &	

Gunsalus,	1990;	Green	et	al.,	1993;	Khoroshilova	et	al.,	1995;	Kiley	&	Beinert,	1998;	Crack	et	al.,	2008;	

Salmon	et	al.,	2003).	Die	Ergebnisse	der	BLAST-Suche	verdeutlichen	die	Dominanz	von	FNREc	in	α-,	β-	

und	γ-Proteobakterien	und	deuten	auf	einen	einzigen	Ursprung	hin.	Des	Weiteren	wird	die	Wichtigkeit	

von	 FNREc	 durch	 die	 hohe	 Anzahl	 von	 Homologen	 innerhalb	 der	 Proteobakterien	 untermauert.	

Allerdings	 sind	 keine	 FNREc-Homologen	 in	 δ-	 und	 ε-Proteobakterien	 identifiziert	 worden.	 δ-

Proteobakterien	 unterteilen	 sich	 in	 die	 strikt	 aeroben	 Myxobakterien	 sowie	 die	 strikt	 anaeroben	

Sulfatreduzierer,	 die	 demnach	 keinen	 FNR-ähnlichen	 O2-Sensor	 benötigen.	 Spezies	 der	 ε-

Proteobakterien	hingegen	weisen	einen	vielseitigen	Energiestoffwechsel	auf,	der	auch	die	anaerobe	

Nitratatmung	einschließt	(Campbell	et	al.,	2006).	Die	Regulation	des	Nitrat-	bzw.	NO-Stress	in	Wolinella	

und	Campylobacter	wird	durch	einen	CRP-FNR-ähnlichen	Transkriptionsfaktor	NssR	(NO	stress	sensing	
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regulator)	kontrolliert,	während	FNR	als	Regulator	vollständig	fehlt	(Elvers	et	al.,	2005;	Kern	&	Simon,	

2016).	

Der	Großteil	der	in	der	BLAST-Suche	identifizierten	Homologen	besitzt	das	essentielle	Bindemotiv	für	

die	 [Fe-S]-Cluster-Koordination,	 bestehend	 aus	 vier	 konservierten	 Cysteinresten.	 Einigen	 Varianten	

fehlen	ein	oder	mehrere	Cysteinreste	des	Motivs,	sie	werden	entsprechend	als	3Cys-,	2Cys-,	1Cys-	und	

0Cys-Varianten	von	FNREc	bezeichnet.	Diese	Varianten	sind	verstreut	über	den	gesamten	Stammbaum	

zu	 finden,	 was	 auf	 einen	 unabhängigen	 Verlust	 der	 Cysteinreste	 hindeutet.	 Funktionelle	 Studien	

existieren	 allerdings	 nur	 zu	 FNREc-Homologen	 mit	 vollständigem	 Cluster-Bindemotiv	 sowie	 zu	

Homologen	ohne	[Fe-S]-Cluster	(0Cys).	

5.1.1 4Cys-	und	0Cys-Homologe	von	FNREc	

FNREc	 gehört	 zur	 Superfamilie	 der	 CRP-FNR-Transkriptionsfaktoren,	 die	 sich	 basierend	 auf	 ihren	

Sequenzähnlichkeiten	 und	 funktioneller	 Unterschiede	 in	 drei	 Klassen	 untergliedern	 lässt.	 Klasse	 I	

beinhaltet	FNREc	und	ähnliche	Proteine	aus	Proteobakterien,	die	alle	eine	funktionelle	Rolle	in	der	O2-

Kontrolle	diverser	zellulärer	Prozesse	einnehmen.	 In	Klasse	 II	 sind	CRP	aus	E.	coli	und	CRP-ähnliche	

Proteine	aus	anderen	Bakterien	zu	finden,	während	Klasse	III	Proteine	aus	Cyanobakterien	enthält,	die	

in	der	Regulation	des	Stickstoff-	und	Schwefelstoffwechsels	involviert	sind	(Shaw	et	al.,	1983;	Fischer,	

1994;	 Korner	 et	 al.,	 2003).	 Die	 FNR-Proteine	 aus	 Klasse	 I	 lassen	 sich	 anhand	 des	 Cysteincluster-

Bindemotivs	weiter	unterteilen.	Tabelle	6	zeigt	eine	Übersicht	von	FNREc-ähnlichen	Regulatoren	der	

Klasse	I,	die	in	der	BLAST-Suche	ebenfalls	identifiziert	werden	konnten.	

FNREc	 und	 Homologe	 aus	 anderen	 γ-	 oder	 β-Proteobakterien	 besitzen	 das	 konservierte	 Cluster-

Bindemotiv	 C-x2-C-x5-C-x92-C,	 welches	 essentiell	 für	 die	 Koordination	 des	 [Fe-S]-Clusters	 ist	 und	

repräsentieren	57	%	aller	 identifizierten	Homologen.	 Sie	bilden	Klasse	 IA	der	FNR-Regulatoren	und	

spielen	vor	allem	 in	der	Regulation	des	anaeroben	Stoffwechsels	eine	Rolle.	 In	einigen	pathogenen	

Arten	regulieren	FNR-ähnliche	Proteine	der	Klasse	IA	auch	verschiedene	Virulenzgene	(Tabelle	6).		

Klasse	 IB	 beinhaltet	 FNREc-Homologe	 aus	 α-Proteobakterien,	 die	 allerdings	 ein	 leicht	 verändertes	

Spacing	des	Cluster-Bindemotivs	aufweisen	(C-x2-3-C-x7-C-x87-C).	Trotz	fehlender	Studien	zur	Biochemie	

der	 O2-Wahrnehmung,	 ist	 es	 dennoch	 wahrscheinlich,	 dass	 diese	 Proteine	 ebenfalls	 ein	 [4Fe-4S]-

Cluster	 binden	 und	 ebenso	 eine	 Rolle	 als	 direkter	 O2-Sensor	 in	 der	 Regulation	 des	 anaeroben	

Stoffwechsels	 (N2-Atmung,	 N-Fixierung	 und	 Photosynthese)	 einnehmen	 können	 (Tabelle	 6).	 FNREc-

Proteine	der	Gattung	Xanthomonas	besitzen	trotz	ihrer	Zugehörigkeit	zu	γ-Proteobakterien	ebenfalls	

das	Cystein-Spacing	der	Klasse	IB,	jedoch	fehlen	funktionelle	Studien	zu	diesen	Proteinen.	Der	Anteil	

der	Klasse	IB-Homologen	beträgt	insgesamt	17	%.	
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Tabelle	6:	FNREc-Homologe	der	FNR-CRP-Familie	und	deren	Funktion	oder	regulierte	Gene.	Die	Homologen	sind	basierend	
auf	ihrem	Cysteinmotiv	in	drei	Klassen	unterteilt.	β=	β-Proteobakterien.	

Klasse	IA					C-x2-C-x5-C-x92-C	

Protein	 Spezies	 Funktion	oder	regulierte	Gene/Proteine	 Referenz	

FNR	 E.	coli	 Anaerobe	Atmung	 (Guest,	1995;	Kiley	&	Beinert,	
1998;	Salmon	et	al.,	2003)	

EtrA	 Sh.	oneidensis	 Anaerobe	Atmung	 (Beliaev	et	al.,	2002;	Cruz-Garcia	
et	al.,	2011)	

Fnr	 Ne.	meningitis,	(β)	
Ne.	gonnorhoeae	

Anaerobe	Atmung,	Gärung	 (Bartolini	et	al.,	2006;	Whitehead	
et	al.,	2007;	Edwards	et	al.,	2010)	

Fnr	 Shi.	flexneri	 Anaerobe	Atmung,	Virulenzgene	 (Vergara-Irigaray	et	al.,	2014)	

HlyX	 A.	pleuropneumoniae	 Anaerobe	Atmung,	Virulenzgene,	
Persistenz	

(Green	&	Baldwin,	1997;	Buettner	
et	al.,	2009)	

Btr	 Bo.	pertussis	(β)	 Anaerobes	Wachstum,	Virulenzgene	 (Bannan	et	al.,	1993;	Wood	et	al.,	
1998)	

Anr	 Bh.	cenocepacia	(β)	 Virulenzgene,	Anaerobe	Atmung	 (Sass	et	al.,	2013)	

Anr	 Ps.	putida	 Terminale	Oxidasen	 (Ugidos	et	al.,	2008;	Ibrahim	et	al.,	
2015)	

Anr	 Ps.	aeruginosa	 Nitrifikation,	DNR,	Arginin-Deiminase,	
Cyanid-Produktion	

(Galimand	et	al.,	1991;	Ye	et	al.,	
1995;	Arai	et	al.,	1997)	

FnrA	 Ps.	stutzeri	 Arginin-Katabolismus,	Terminale	
Oxidasen	

(Vollack	et	al.,	1999)	

Fnr	 K.	pneumoniae	 N-Fixierung	 (Grabbe	et	al.,	2001)	

CydR	 Azb.	vinelandii	 Cytochrom	d	Oxidase	 (Wu	et	al.,	2000)	

Klasse	IB						C-x2-3-C-x7-C-x87-C	

Protein	 Spezies	 Funktion	oder	regulierte	Gene/Proteine	 Referenz	

FixK1	 Br.	japonicum	 unbekannt	 (Anthamatten	et	al.,	1992;	
Nellen-Anthamatten	et	al.,	1998)	

AadR	 Rp.	palustris	 Anaerobes	Wachstum	auf	
Hydroxybenzoat	

(Dispensa	et	al.,	1992)	

FnrN	 R.	leguminosarium	 N-Fixierung	 (Colonna-Romano	et	al.,	1990;	
Schluter	et	al.,	1992)	

FnrL	 Rb.	capsulatus,		
Rb.	sphaeroides	

Photosynthese	 (Kumka	&	Bauer,	2015;	Oh	et	al.,	
2000)	

Klasse	IC						kein	Cysteinmotiv	

Protein	 Spezies	 Funktion	oder	regulierte	Gene/Proteine	 Referenz	

FixK2	 Br.	japonicum	 Nitratatmung,	Expression	fix-Gene	 (Nellen-Anthamatten	et	al.,	1998)	

FixK	 Rp.	palustris	 Mikroaerobes	Wachstum,	
Photosynthese-Wachstum		

(Rey	&	Harwood,	2010)	

FixK	 R.	meliloti	 Expression	fix-Gene,	nifA-Gen	 (Batut	et	al.,	1989)	

FixK	 Azr.	caulinodans	 Expression	fix-Gene,	nifA-Gen	 (Kaminski	et	al.,	1991)	
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Die	FixK-Proteine	der	Klasse	IC	lassen	sich	durch	das	Fehlen	des	Cysteinclusters	charakterisieren.	Sie	

verkörpern	elf	Prozent	aller	FNREc-Homologen.	FixK-Proteine	sind	direkt	oder	indirekt	am	Prozess	der	

N-Fixierung	der	Rhizobien	sowie	der	Nitratatmung	unter	anaeroben	Bedingungen	beteiligt	(Tabelle	6).	

Aufgrund	des	fehlenden	[Fe-S]-Clusters	partizipieren	sie	nicht	direkt	an	der	O2-Wahrnehmung,	sondern	

sind	Teil	einer	O2-sensitiven	Kaskade.	In	Bradyrhizobium	japonicum	aktiviert	das	O2-sensitive	ZKS	FixL-

FixJ	unter	anaeroben	Bedingungen	die	Expression	von	FixK2	(0Cys),	welches	wiederum	die	Gene	der	

Nitratatmung	und	die	Gene	der	N-Fixierung	inklusive	des	O2-sensitiven	Proteins	FixK1	(4Cys)	aktiviert.	

Die	 hierarchische	Organisation	der	 verschiedenen	O2-Regulatoren	deutet	 auf	 eine	unterschiedliche	

Sensitivität	 hin,	 um	 eine	 stringente	 Kontrolle	 der	 zellulären	 Prozesse	 und	 somit	 eine	 optimale	

Anpassung	 zu	 gewährleisten	 (Anthamatten	 et	 al.,	 1992;	 Nellen-Anthamatten	 et	 al.,	 1998;	 Batut	 &	

Boistard,	1994).	Rhizobium	meliloti	hingegen	besitzt	nur	ein	FixK	Protein,	welches	ebenfalls	durch	FixL-

FixJ	 reguliert	wird	und	die	Expression	der	 fix-Gene	 induziert	 (Batut	 et	al.,	1989;	Fischer,	1994).	Die	

Spezies	der	α-Proteobakterien	in	denen	die	0Cys-Varianten	identifiziert	wurden,	gehören	alle	zu	den	

Rhizobien.	Demnach	handelt	es	sich	bei	diesen	Varianten	um	FixK-Proteine,	die	zwar	kein	[Fe-S]-Cluster	

besitzen,	dennoch	eine	große	Ähnlichkeit	zu	FNREc	aufweisen	und	eine	indirekte	Rolle	innerhalb	der	

O2-Wahrnehmung	einnehmen.		

Das	 Vorhandensein	 von	 mehreren	 FNREc-ähnlichen	 Proteinen	 in	 einer	 Spezies	 ist	 nicht	 nur	 auf	

Vertreter	der	Rhizobien	wie	z.B.	Br.	japonicum	limitiert,	sondern	kann	auch	in	anderen	Proteobakterien	

beobachtet	werden	(Korner	et	al.,	2003).	In	Pseudomonas	putida	gibt	es	drei	FNR-ähnliche	Proteine,	

die	alle	ein	[4Fe-4S]-Cluster	koordinieren.	Allerdings	variiert	die	Aminosäuresequenz	um	die	Cluster-

koordinierenden	Cysteinreste,	was	zu	einer	unterschiedlichen	Sensitivität	gegenüber	O2	führt.	Das	Anr	

Protein	ist	in	seiner	Sensitivität	äquivalent	zu	FNREc	(Ibrahim	et	al.,	2015)	und	ist	deswegen	auch	als	

Homolog	 identifiziert	worden.	 In	Ps.	aeruginosa	 und	Ps.	 stutzeri	 sind	 zwei	bzw.	vier	FNREc-ähnliche	

Proteine	 vorhanden,	 wovon	 aber	 nur	 Anr	 bzw.	 FnrA	 klassische	 FNREc-Homologe	mit	 [Fe-S]-Cluster	

darstellen	(Tabelle	6).	Bei	den	anderen	FNREc-ähnlichen	Proteinen	handelt	es	sich	um	die	NO-Sensoren	

DNR	(Dissimilatorischer	Nitratreduktase	Regulator),	die	kein	[Fe-S]-Cluster	besitzen	und	die	Gene	der	

Denitrifikation	regulieren	(Galimand	et	al.,	1991;	Ye	et	al.,	1995;	Arai	et	al.,	1997;	Vollack	et	al.,	1999).	

Sie	zählen	ebenfalls	zur	CRP-FNR-Familie	(Zumft,	2002;	Korner	et	al.,	2003)	und	sind	im	Gegensatz	zu	

den	 FixK-Proteinen	 in	der	BLAST-Suche	dieser	Arbeit	 nicht	 detektiert	worden,	 vermutlich	 aufgrund	

niedrigerer	Ähnlichkeit.		

FNREc-ähnliche	Proteine	mit	Cluster-Bindemotiv	wurden	auch	in	Nicht-Proteobakterien	wie	Clostridia,	

Spirochaetes	und	Nitrospira	defluvii	identifiziert.	Das	Spacing	des	Cluster-Bindemotivs	dieser	Proteine	

unterscheidet	 sich	 leicht,	 sowohl	 von	 dem	 FNREc-typischen	Motiv	 als	 auch	 von	 dem	Motiv	 der	 α-

Proteobakterien.	Während	Ns.	defluvii	 in	der	Lage	 ist	mit	Nitrat	 zu	wachsen	und	 je	nach	O2-Gehalt	

entweder	Nitrit	oxidiert	oder	Nitrat	reduziert	(Lucker	et	al.,	2010;	Koch	et	al.,	2015),	handelt	es	sich	
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bei	den	anderen	Bakterien	um	strikt	anaerobe	Organismen.	Den	teilweise	jedoch	O2-toleranten	Spezies	

der	Spirochaetes	und	Clostridia	fehlen	die	Gene	der	Nitratreduktase	(Nascimento	et	al.,	2004;	Ritalahti	

et	 al.,	 2012;	 Shimizu	 et	 al.,	 2002;	 Fonknechten	 et	 al.,	 2010;	 Raedts	 et	 al.,	 2014)	 und	 sind	 bis	 auf	

Desulfitobacterium	hafniense	nicht	fähig	auf	Nitrat	zu	wachsen	(Kim	et	al.,	2012).	Funktionelle	Studien	

zu	 FNREc-ähnlichen	 Proteinen	 in	 diesen	Nicht-Proteobakterien	 fehlen.	 Vor	 allem	 für	Ns.	 defluvii	 ist	

jedoch	 aufgrund	 der	 fakultativ	 anaeroben	 Lebensweise	 eine	 Rolle	 für	 FNR	 als	 O2-wahrnehmender	

Transkriptionsfaktor	denkbar.		

Neben	 den	 drei	 Hauptklassen	 der	 FNR-CRP-Familie	 (Fnr,	 Crp,	 NtcA)	 existieren	 noch	 weitere	

Transkriptionsfaktoren,	die	kleinere	Gruppen	innerhalb	der	Superfamilie	bilden.	Dazu	zählen	z.B.	die	

Flp-	(Fnr-like	protein)	Proteine,	die	zwei	reaktive	Cysteinreste	besitzen	(Vgl.	Kapitel	5.1.3,	2Cys).	In	den	

phylogenetischen	Studien	von	Körner	und	Kollegen	wurden	die	hier	identifizierten	4Cys-Varianten	aus	

Clostridium	 perfringens	 und	 D.	 hafniense	 der	 Gruppe	 der	 Flp-Proteine	 zugeordnet	 und	 nicht	 den	

klassischen	FNR-Regulatoren	(Korner	et	al.,	2003).	Die	Sequenzidentität	zwischen	Flp	aus	Lactococcus	

lactis	und	den	Varianten	liegt	bei	28	bzw.	26	%	und	zwischen	FNREc	und	den	Varianten	ist	sie	ebenso	

hoch.	Allein	auf	 Sequenzbasis	 ist	eine	Aussage	 zur	Funktion	und	 zum	Regulationsmechanismus	der	

Proteine	nicht	möglich.	In	den	verschiedenen	Clostridien-Spezies	sind	auch	FNRBs-homologe	Proteine	

identifiziert	worden,	was	auf	eine	unabhängige	Entstehung	der	beiden	FNR-Typen	hindeutet.	

5.1.1.1 0Cys-Varianten	außerhalb	der	Rhizobien	

Neben	den	0Cys-Varianten	der	α-Proteobakterien,	die	als	FixK-Proteine	identifiziert	wurden,	gibt	es	

auch	zwei	FNREc-ähnliche	Proteine	ohne	Cluster-Bindemotiv	innerhalb	der	β-	und	δ-Proteobakterien.	

Zusätzlich	 zur	 0Cys-Variante	 in	 Burkholderia	 xenovorans	 (b-Proteobakterien)	 sind	 in	 anderen	

Burkholderia-Spezies	 (früher	 Pseudomonas)	 hauptsächlich	 FNREc-Homologe	 mit	 Cluster-Bindemotiv	

detektiert	worden.	Diese	Spezies	besitzen	wie	Pseudomonaden	multiple	Anzahlen	an	FNREc-ähnlichen	

Proteinen	und	die	Nitratatmungsgene	(Yabuuchi	et	al.,	1992;	Romero-Silva	et	al.,	2013;	Andreae	et	al.,	

2014;	Ibrahim	et	al.,	2015).	Anaerobe	Gene	sowie	einige	Virulenzgene	weisen	ANR-	und	FNR-ähnliche	

Bindesequenzen	auf	(Sass	et	al.,	2013),	was	für	eine	Funktion	ähnlich	der	von	Anr	aus	Pseudomonas	

spricht	 (Tabelle	 6).	 Bei	 der	 0Cys-Variante	 könnte	 es	 sich	 demnach	 um	 ein	 DNR-ähnliches	 Protein	

handeln.	 Allerdings	 wurden	 keine	 weiteren	 DNR-Proteine,	 aufgrund	 mangelnder	 Ähnlichkeiten,	

detektiert.	 Aufgrund	 der	 direkten	 Nachbarschaft	 im	 Stammbaum	 der	 0Cys-Variante	 aus	 Bh.	

xenovorans	zu	den	FixK-Proteinen	der	Rhizobien	und	der	Fähigkeit	von	Burkholderia-Arten	ebenso	wie	

Rp.	palustris	auf	Hydroxybenzoat	zu	wachsen,	handelt	es	sich	wahrscheinlich	ebenfalls	um	ein	FixK-

Protein.		

In	δ-Proteobakterien	konnten	bis	auf	die	0Cys-Variante	aus	Desulfomicrobium	baculatum	keine	FNR-

ähnlichen	Proteine	identifiziert	werden.	Desulfovibrio	vulgaris	besitzt	vier	Regulatoren	der	CRP-FNR-
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Familie,	bei	denen	es	sich	allerdings	um	CRP-Ähnliche	handelt	(Mukhopadhyay	et	al.,	2007;	Zhou	et	

al.,	2012).	De.	baculatum	 fehlen	die	Gene	der	Nitratatmung	sowie	der	N-Fixierung	(Copeland	et	al.,	

2009)	 und	 die	 Sequenzidentität	 mit	 FixK	 aus	 R.	 meliloti	 beträgt	 lediglich	 24	 %.	 Demnach	 ist	 es	

vorstellbar,	dass	es	sich	bei	der	0Cys-Variante	ebenso	um	einen	CRP-ähnlichen	Regulator	handelt.	Die	

Lokalisation	 des	 Proteins	 am	 diversen	 Ast	 außerhalb	 der	 Proteobakterien	 untermauert	 diese	

Hypothese.	

5.1.2 1Cys-Varianten	von	FNREc	–	FNR-homologer	Redox-Switch?	

Die	 identifizierten	1Cys-Varianten	 lassen	sich	grundsätzlich	 in	zwei	Gruppen	unterteilen	(Tabelle	7).	

Einerseits	sind	das	Varianten	mit	einer	N-terminal	verkürzten	Sequenz	und	großer	Ähnlichkeit	zu	FNREc.	

Andererseits	gibt	es	die	1Cys-Varianten,	die	keine	N-terminale	Verkürzung	aufweisen	und	entweder	

einen	zu	C1	oder	C3	homologen	Cysteinrest	besitzen.	Zu	diesen	FNREc-Varianten	gibt	es	bislang	keine	

funktionellen	Studien.	Grundsätzlich	 sind	die	meisten	dieser	Bakterien	 in	der	 Lage	anaeroben	bzw.	

mikroaeroben	 Stoffwechsel	 zu	 betreiben	 (Tabelle	 7),	 was	 für	 eine	 funktionelle	 Rolle	 von	 FNREc-

ähnlichen	 Regulatoren	 spricht.	 Die	 Existenz	 eines	 zusätzlichen,	 FNREc-ähnlichen	 Proteins	 mit	

vollständigem	 Cluster-Bindemotiv	 deutet	 auf	 eine	 unterschiedliche	 Funktion	 der	 beiden	

Proteinformen	hin.	

Tabelle	7:	Übersicht	der	Spezies	mit	1Cys-Varianten	von	FNREc	und	deren	Stoffwechseleigenschaften.	Angegeben	sind	der	
konservierte	Cysteinrest	sowie	das	Vorhandensein	von	zusätzlich	identifizierten	Homologen	in	den	Spezies.	Die	Zugehörigkeit	
der	Spezies	zur	entsprechenden	Proteobakterien-Klasse	ist	durch	α,	β	und	γ	gegeben.	

Spezies	 1Cys-FNR	 Zusätzl.	
Homolog	

Stoffwechseleigenschaften	 Referenz	

Klebsiella	(γ)	 C4,	verkürzt	 4Cys	 Fakultativ	N2,	N-Fixierung	 (Grabbe	et	al.,	2001)	

Xanthomonas	(γ)	 C4,	verkürzt	 4Cys	 O2,	keine	Nitratatmung;	
Pflanzenpathogen	

(Van	den	Mooter	&	Swings,	
1990)	

Alteromonas	(γ)	 C4,	verkürzt	 4Cys	 O2,	Keine	Nitratatmung	 (Math	et	al.,	2012)	

Rhodoferax	(β)	 C4,	verkürzt	 4Cys	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung	 (Finneran	et	al.,	2003)	

Taylorella	(β)	 C4,	verkürzt	 4Cys	 O2,	keine	Nitratatmung;	
pathogen	

(Hebert	et	al.,	2012)	

Laribacter	(β)	 C4,	verkürzt	 -	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung;	
pathogen	

(Yuen	et	al.,	2001;	Woo	et	
al.,	2009)	

Paracoccus	(α)	 C4,	verkürzt	 -	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung	 (Van	Spanning	et	al.,	1997;	
Veldman	et	al.,	2006;	Crack	
et	al.,	2016)	

Hyphomicrobium	(α)	 C4	 4Cys	 O2,	Nitratatmung	 (Urakami	et	al.,	1995)	

Methylobacterium	(α)	 C1	 4Cys,		
0Cys	

O2,	Spezies	mit	u.	ohne	
Nitratatmungsgene	

(Jourand	et	al.,	2004)	

Opitutus	 C3	 -	 Strikt	N2,	Gärung	 (Chin	et	al.,	2001)	
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Im	Allgemeinen	weist	die	Konservierung	eines	einzelnen	Cysteinrestes	auf	eine	regulatorische	Rolle	

beispielsweise	als	thiolbasierter	Redox-Switch	hin	(Antelmann	&	Helmann,	2011;	Hillion	&	Antelmann,	

2015).	Das	Vorhandensein	eines	einzelnen	redox-sensitiven	Cysteinrestes	im	Peroxidsensor	OhrR	aus	

B.	subtilis	ist	verantwortlich	für	die	Inhibierung	und	Aktivierung	des	Ohr-Repressors.	In	Anwesenheit	

von	Peroxidstress	in	Form	von	z.B.	H2O2	wird	der	konservierte	Rest	Cys15	reversibel	zu	Cys-Sulfensäure	

oxidiert.	In	dieser	Form	ist	OhrR	inaktiv	und	die	Expression	von	ohrA	(Peroxid	Resistenzgen)	findet	statt	

(Fuangthong	&	Helmann,	2002;	Antelmann	&	Helmann,	2011;	Green	&	Paget,	2004).	Die	Oxidation	von	

OhrR	durch	Peroxidstress	führt	 in	B.	subtilis	nicht	zur	Ausbildung	von	Disulfidbrücken	zwischen	den	

Monomeren,	wie	beispielsweise	 im	OhrR-Homolog	von	Xanthomonas	campestris	 (Panmanee	et	al.,	

2006).	 Es	 ist	 demnach	 vorstellbar,	 dass	 die	 1Cys-Homologen	 eine	 von	 [Fe-S]-haltigem	 FNREc	

verschiedene	Redoxregulation	innerhalb	der	Bakterien	einnehmen.		

5.1.3 2Cys-Varianten	von	FNREc	–	FNR-homologer	Disulfid-Switch?	

Basierend	auf	der	Position	und	dem	Abstand	der	beiden	konservierten	Cysteinreste	unterteilen	sich	

die	2Cys-Varianten	in	drei	Gruppen	(Tabelle	8).		

Tabelle	8:	Übersicht	der	Spezies	mit	2Cys-Varianten	von	FNREc	und	deren	Stoffwechseleigenschaften.	Angegeben	sind	die	
konservierten	 Cysteinrest	 und	 deren	 Spacing	 sowie	 das	 Vorhandensein	 von	 zusätzlich	 identifizierten	 Homologen	 in	 den	
Spezies.	Die	Zugehörigkeit	der	Spezies	zur	entsprechenden	Proteobakterien-Klasse	ist	durch	α,	β	und	γ	gegeben.	

Spezies	 2Cys-FNR	
Spacing	

Zusätzl.	
Homolog	

Stoffwechseleigenschaften	 Referenz	

Burkholderia	(β)	 C3-x92-C4,	
verkürzt	

4Cys	 O2,	Nitratatmung,	pathogen	 (Romero-Silva	et	al.,	
2013;	Sass	et	al.,	2013)	

Pusillimonas	(β)	 C3-x92-C4,	
verkürzt	

-	 O2,	Nitratatmung	 (Cao	et	al.,	2011)	

Azospirillum	(α)	 C3-x92-C4,	
verkürzt	

4Cys	 Mikro-O2,	N-Fixierung	 (Tsagou	et	al.,	2003)	

Chromohalobacter	(γ)	 C3-x92-C4	 4Cys	 O2,	Nitratatmung	 (Copeland	et	al.,	2011)	

Glaciecola	(γ)	 C3-x92-C4	 4Cys	 O2,	keine	Nitratatmung	 (Klippel	et	al.,	2011)	

Clostridium	 C2-x97-C4	 -	 N2,	Gärung	 (Petitdemange	et	al.,	
1984)	

Odoribacter	 C2-x98-C4	 -	 N2,	keine	Nitratatmung	 (Werner	et	al.,	1975;	
Goker	et	al.,	2011)	

Acholeplasma	 C2-x97-C4	 -	 Fakultativ	N2,	keine	Nitratatmung	 (Lazarev	et	al.,	2011)	

Streptococcus	 C2-x97-C4	 -	 Fakultativ	 N2,	 keine	 Nitratatmung,	
pathogen	

(Ward	et	al.,	2009)	

Methylobacterium	(α)	 C2-x5-C3	 4Cys,	
(0Cys)	

O2,	ass.	Nitratreduktion,	
Wachstum	auf	Methanol	

(Laukel	et	al.,	2004)	
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Das	sind	erstens	die	Varianten	der	Proteobakterien	mit	einem	Spacing	von	92	AS.	Diesen	fehlen	die	

Reste	 C1	 und	 C2	 des	 Cys-Clusters	 entweder	 aufgrund	 einer	 N-terminal	 verkürzten	 Sequenz	

(Burkholderia)	oder	aufgrund	mangelnder	Sequenzkonservierung	(Glaciecola).	Varianten	der	zweiten	

Gruppe	weisen	einen	Abstand	der	Cysteinreste	von	97	bzw.	98	AS	auf,	was	den	FNREc-Resten	C2	und	

C4	entspricht.	Zu	dieser	Gruppe	zählen	nur	Nicht-Proteobakterien,	denen	die	Gene	der	Nitratatmung	

fehlen	(Tabelle	8).	Einige	wenige	Methylobakterien	besitzen	C2	und	C3	des	Cluster-Bindemotivs	von	

FNREc	mit	einem	Abstand	von	fünf	AS.	Methylobakterien	gehören	allerdings	zu	den	Rhizobien	(Sy	et	al.,	

2001),	die	ein	Spacing	von	sieben	AS	zwischen	den	entsprechenden	Cysteinresten	aufweisen.	Keine	

dieser	 2Cys-Homologen	 wurde	 bisher	 funktionell	 untersucht,	 sodass	 unklar	 ist,	 ob	 es	 sich	 um	 O2-

sensitive	Regulatoren	handelt.	

In	 Milchsäurebakterien	 gibt	 es	 FNREc-ähnliche	 Proteine	 mit	 zwei	 redox-sensitiven	 Cysteinresten,	

welche	ebenfalls	zur	FNR-CRP-Familie	gehören	(Korner	et	al.,	2003).	FlpA	aus	Lactococcus	lactis	besitzt	

zwei	Cysteinreste	an	Position	15	und	112	des	Proteins,	was	einem	Spacing	von	96	AS	entspricht.	 In	

vitro	koordiniert	das	FlpA-Dimer	ein	O2-sensitives	[4Fe-4S]-Cluster	(Gostick	et	al.,	1999;	Scott	et	al.,	

2000).	Lactobacillus	casei	verfügt	über	ein	Flp-Protein	mit	zwei	Cysteinresten	(C5-x96-C102),	was	41	%	

identisch	zu	FlpA	ist.	Das	konservierte	Cysteinpaar	formt	intramolekulare	Disulfidbrücken	als	Antwort	

auf	 oxidativen	 Stress	 und	 fungiert	 demnach	 als	 Redox-Switch	 (Gostick	 et	 al.,	 1998).	 FlpS	 der	

pathogenen	 Spezies	 Streptococcus	 suis	 besitzt	 ebenfalls	 zwei	 reaktive	 Cysteinreste,	 die	 allerdings	

sowohl	ein	anderes	Spacing	als	auch	eine	andere	Position	innerhalb	des	Proteins	einnehmen	(C129-

x37-C167).	Die	Aktivität	von	FlpS	 ist	O2-abhängig,	allerdings	 ist	der	zugrunde	 liegende	Mechanismus	

(Disulfidbrücke	 oder	 alternative	 [Fe-S]-Clusterliganden)	 unklar	 (Willenborg	 et	 al.,	 2016).	 Generell	

regulieren	die	Flp-Proteine	die	oxidative	Stressantwort,	die	Zinkaufnahme	sowie	die	Gene	des	Arginin-

Stoffwechsels.	 Keines	 der	 Flp-Proteine	 der	 Milchsäurebakterien	 ist	 in	 der	 BLAST-Suche	 detektiert	

worden,	was	an	der	geringen	Sequenzidentität	von	z.	B.	lediglich	22	%	zwischen	FNREc	und	FlpLbc	liegt.	

Alle	Studien	der	Flp-Proteine	sind	jedoch	in	vitro	durchgeführt	worden,	sodass	nicht	klar	ist,	ob	unter	

in	vivo	Bedingungen	dieselben	Regulationsmechanismen	wirken.		

Abgesehen	von	den	Flp-Proteinen	der	Bacilli,	sind	auch	in	Bacteroidetes	und	Clostridia	Regulatoren	mit	

zwei	 reaktiven	 Cysteinresten	 bekannt.	 MalR	 der	 Gattung	 Bacteroides	 sowie	 CprK	 aus	

Desulfitobacterium	(Clostridia)	gehören	ebenfalls	zu	den	Transkriptionsfaktoren	der	FNR-CRP-Familie	

(Korner	 et	 al.,	 2003),	 sind	 aber	 ebenso	 wie	 Flp	 aufgrund	 mangelnder	 Sequenzidentität	 nicht	 im	

Stammbaum	vertreten.	Die	metabolische	Nutzung	von	Maltotriose	in	Bacteroides-Spezies	ist	abhängig	

von	MalR.	Der	genaue	Aktivierungsmechanismus	ist	unbekannt.	Jedoch	wird	ein	Disulfid-Switch	mittels	

der	beiden	Cysteinreste	vermutet	(Cho	et	al.,	2001).	CprK	aus	Desulfitobacterium	reguliert	die	Gene	

der	Halorespiration	und	besitzt	ein	Cysteinpaar	in	einem	Abstand	von	188	AS	(C11,	C200).	Durch	O2-
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Exposition	 bilden	 sich	 intermolekulare	 Disulfide	 zwischen	 den	 beiden	 Monomeren,	 welche	 CprK	

inaktivieren	(Levy	et	al.,	2008).	

Aufgrund	des	vergleichbaren	Spacings	 der	 identifizierten	2Cys-Varianten	der	Nicht-Proteobakterien	

(und	 Proteobakterien)	 sowie	 der	 Flp-Proteine,	 sind	 ähnliche	 Mechanismen	 oder	 verwandte	

Funktionen	für	die	FNREc-Varianten	denkbar.	

5.1.4 3Cys-Varianten	von	FNREc	–	FNR-Homologe	mit	alternativen	Liganden?	

Es	sind	nur	sehr	wenige	3Cys-FNREc-Homologe	in	der	BLAST-Suche	identifiziert	worden.	Bis	auf	eine	

Ausnahme	in	Acidithiobacillus	(γ-Proteobakterien)	sind	alle	3Cys-Varianten	in	Nicht-Proteobakterien	

(Bacteroidetes	und	Clostridia)	 zu	 finden	 (Tabelle	9).	Allen	Varianten	 fehlt	der	dritte	Cysteinrest	des	

Cluster-Bindemotivs.	 Dieser	 ist	 entweder	 durch	 Serin,	 Asparagin	 oder	 Prolin	 substituiert,	 wobei	 in	

einigen	Fällen	ein	weiterer	Cysteinrest	einige	Aminosäuren	entfernt	lokalisiert	ist	(Abb.	18).	Viele	der	

Spezies	mit	3Cys-Homologen	sind	strikt	aerob	oder	anaerob	und	betreiben	keine	anaerobe	Atmung	

(Tabelle	 9).	 Die	 identifizierten	 FNREc-ähnlichen	 Proteine	 sind	 weder	 funktionell	 noch	 biochemisch	

charakterisiert,	 sodass	 unklar	 ist	 ob	 es	 sich	 um	 [Fe-S]-haltige	 Proteine	 handelt	 und	 ob	 eine	 der	

Aminosäuren	als	alternativer	Ligand	für	die	Bindung	des	Clusters	dienen	könnte.	

Tabelle	9:	Spezies	mit	3Cys-Varianten	von	FNR	und	deren	Stoffwechseleigenschaften.	Angegeben	sind	die	konservierten	
Cysteinreste	und	deren	Spacing	sowie	die	Substitution	des	(fehlenden)	C3-Rests.	Die	Zugehörigkeit	der	Spezies	ist	durch	γ	
(Proteobakterien)	und	C	(Clostridia)	gegeben.	

Spezies	 3Cys-FNR	
Spacing	

C3-
Austausch	

Stoffwechseleigenschaften	 Referenz	

Acidithiobacillus	(γ)	 C-x2-C-x97-C	 S	 Schwefel-Oxidation	 (Valdes	et	al.,	2009)	

Alkaliphilus	(C)	 C-x2-C-x97-C	 P	 N2,	Gärung,	Arsenat-Atmung	 (Fisher	et	al.,	2008)	

Marvirga	 C-x2-C-x98-C	 S	 Strikt	O2,	keine	Nitratatmung	 (Pagani	et	al.,	2011)	

Fluviiculo	 C-x2-C-x98-C	 S	 Strikt	O2,	keine	Nitratatmung	 (O'Sullivan	et	al.,	2005)	

Chitinophaga	 C-x2-C-x98-C	 S	 Strikt	O2,	keine	Nitratatmung	 (Glavina	Del	Rio	et	al.,	2010)	

Muricauda	 C-x2-C-x98-C	 N	 Fakultativ	N2,	keine	Nitratatmung	 (Bruns	et	al.,	2001)	

Maribacter	 C-x2-C-x98-C	 N	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung	 (Oh	et	al.,	2011)	

	

Serin	ist	Cystein	sehr	ähnlich.	In	der	Oxidoreduktase	DPOR	aus	Rhodobacter	capsulatus	konnte	trotz	

Serinsubstitution	 eines	 Clusterliganden	das	 [4Fe-4S]-Cluster	 koordiniert	werden,	 jedoch	war	 dieses	

Enzym	nicht	mehr	aktiv	(Muraki	et	al.,	2010).	Prinzipiell	sind	Serinreste	demnach	in	der	Lage	als	Ligand	

eines	 [Fe-S]-Clusters	 zu	 fungieren.	 Allerdings	 gibt	 es	 keine	 Belege	 für	 natürlich	 vorkommende	

Serinliganden.	Viele	Studien	inklusive	einiger	Kristallisationsstudien	bestätigen	Aspartat	als	häufigen	

alternativen	 [4Fe-4S]-Clusterliganden	 wie	 in	 FNRBs	 (Gruner	 et	 al.,	 2011),	 in	 Pyrococcus	 furiosus	

Ferredoxin	 (Calzolai	 et	 al.,	 1995)	 oder	 auch	 in	 NiFe-Hydrogenasen	 aus	 Methanothermobacter	
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marburgensis	 (Vitt	et	al.,	2014)	und	Ralstonia	eutropha	 (Schafer	et	al.,	2016).	Neben	Aspartat	kann	

auch	 ein	 Histidinrest	 als	 vierter	 Clusterligand	 dienen	 (Lubitz	 et	 al.,	 2014).	 Die	 Rieske-Proteine	

koordinieren	ihre	[Fe-S]-Cluster	über	zwei	Histidin-	und	zwei	Cysteinreste	und	sind	Redoxenzyme	der	

Atmungskette	(Davidson	et	al.,	1992;	Schneider	&	Schmidt,	2005).	Seltene	alternative	Clusterliganden	

sind	 Glutamin	 (Dobritzsch	 et	 al.,	 2001),	 der	 Co-Faktor	 der	 radikalen	 SAM-Enzyme	 S-Adenosyl-L-

Methionin	 (Layer	 et	 al.,	 2005)	 oder	 auch	 ein	Wassermolekül	 der	 Umgebung	wie	 in	 der	 Aconitase	

(Lauble	et	al.,	1992;	Beinert	&	Kennedy,	1989).		

Die	geringe	Anzahl	an	3Cys-Varianten	von	FNREc	innerhalb	der	Proteobakterien	deutet	darauf	hin,	dass	

sie	keine	generelle	regulatorische	und	funktionelle	Rolle	für	die	Bakterien	besitzen.	In	Bacteroidetes	

hingegen	existieren	keine	FNREc-Homologen	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv,	sodass	der	Verlust	

der	 Cysteinreste	 aufgrund	 des	 nicht-existenten	 fakultativen	 Lebensstils	 mit	 einer	 fehlenden	

Notwendigkeit	des	[Fe-S]-Clusters	einhergeht.	Eventuell	nehmen	diese	Proteine	eine	andere	Rolle	in	

der	Redoxregulation	ein	wie	z.B.	 in	MalR	die	Ausbildung	von	Disulfidbrücken	als	Redox-Switch	(Vgl.	

Kapitel	5.1.3).	Eine	Cluster-Koordination	mit	einem	alternativen	Liganden	wie	Serin	kann	jedoch	nicht	

ausgeschlossen	werden.	

5.2 FNR	aus	B.	subtilis	–	Sauerstoffsensor	der	Bacilli	

FNR	aus	B.	subtilis	reguliert	die	Genexpression	der	anaeroben	Nitratatmung	(Cruz	Ramos	et	al.,	1995;	

Reents	et	al.,	2006b;	Hartig	&	Jahn,	2012).	Im	Gegensatz	zu	FNREc	wird	das	[4Fe-4S]-Cluster	C-terminal	

über	einen	Aspartatrest	und	drei	Cysteinreste	koordiniert	(Reents	et	al.,	2006a;	Gruner	et	al.).	FNRBs	

ist	ebenfalls	Teil	der	FNR-CRP-Familie,	jedoch	aufgrund	der	Lokalisierung	der	Cysteindomäne	deutlich	

verschieden	von	FNREc	und	bildet	zusammen	mit	den	Pathogenitätsfaktoren	PrfA	aus	Listeria-Spezien	

eine	 eigene	 Untergruppe	 (Korner	 et	 al.,	 2003).	 Die	 Ergebnisse	 der	 BLAST-Suche	 verdeutlichen	 die	

Dominanz	des	Bazillus	FNR-Typs	innerhalb	der	Bacilli	und	innerhalb	der	Gattung	Bacillus.	Das	Fehlen	

von	homologen	Proteinen	in	Proteobakterien	unterstreicht	die	Spezialisierung	des	B.	subtilis-	bzw.	E.	

coli-	FNR-Typs	innerhalb	der	entsprechenden	Bakterien.		

5.2.1 0Cys-Varianten	von	FNRBs	–	CRP-ähnliche	Transkriptionsfaktoren	

Den	 als	 0Cys-Varianten	 definierten	 Homologen	 fehlen	 aufgrund	 einer	 kürzeren	 Sequenz	 die	 C-

terminale	cysteintragende	Domäne	sowie	oftmals	auch	der	konservierte	Aspartatrest.	Die	Proteine	

weisen	 aber	 eine	 große	 Ähnlichkeit	 innerhalb	 der	 DNA-Bindedomäne	 zu	 FNRBs	 auf.	

Datenbankrecherchen	 belegen	 eine	 Domäne,	 die	 ähnlich	 zur	 Nukleotid-Bindedomäne	 von	 CRP	 ist,	

sowie	ein	HTH-CRP-Typ-Motiv	für	die	DNA-Bindung.	Die	meisten	der	0Cys-Varianten	sind	in	anaeroben	

Clostridien	 zu	 finden.	 Einzelne	 Varianten	 existieren	 in	 anaeroben	 Negativicutes	 sowie	 aeroben	

Actinobakterien	 und	 Bacteroidetes	 (Tabelle	 10),	 wobei	 keines	 der	 Proteine	 bisher	 funktionell	

charakterisiert	 wurde.	 Aufgrund	 des	 fehlenden	 Cluster-Bindemotivs	 und	 des	 damit	 verbundenen	
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fehlenden	 [Fe-S]-Clusters	 sind	 diese	 Proteine	 nicht	 in	 der	 Lage,	 als	 direkte	 Sauerstoffsensoren	 zu	

agieren.	Allerdings	kann	eine	indirekte	Rolle	der	Proteine	in	der	O2-Wahrnehmung	analog	zu	der	von	

FixK2	und	FixK	als	FNREc-Homologe	(Vgl.	Kapitel	5.1.1,	Tabelle	6)	nicht	ausgeschlossen	werden.		

Tabelle	 10:	 Übersicht	 einiger	 Spezies	 mit	 0Cys-Varianten	 von	 FNRBs	 und	 deren	 Stoffwechseleigenschaften.	 Die	
Bakterienphyla	sind	wie	folgt	abgekürzt:	Clostridia	C,	Actinobacteria	A,	Bacteroidetes	B,	Negativicutes	N	und	Bacilli	Bac.	*	
markiert	Varianten,	die	den	konservierten	Aspartatrest	enthalten.	

Spezies	 Stoffwechseleigenschaften	 Referenz	

Thermoanaerobacter/	
-bacterium	spp	(C)	

N2,	Gärung;	thermophil	 (Xue	et	al.,	2001;	Tan	et	
al.,	2014)	

Alkaliphilus	oremlandii	 N2,	Gärung,	Arsenatatmung	 (Fisher	et	al.,	2008)	

Clostridium	perfringens	 N2,	Gärung,	O2-tolerant	 (Shimizu	 et	 al.,	 2002;	
Rolfe	et	al.,	1978)	

Desulfitobacterium	hafniense	 N2,	Gärung,	O2-tolerant,	Nitratatmung	 (Kim	et	al.,	2012)	

Rubrobacter	xylanophilus	(A),	*	 Strikt	O2,	kein	N2-Wachstum;	thermophil	 (Carreto	et	al.,	1996)	

Niastella	koreensis	(B),	*	 Strikt	O2,	keine	Nitratatmung,	keine	Gärung	 (Weon	et	al.,	2006)	

Veillonella	parvula	(N),	*	 N2,	Gärung,	Nitratatmung	 (Gronow	et	al.,	2010)	

B.	amyloliquefaciens	(Bac),	*	 Fakultativ	N2,	keine	Pflanzenwachstumsförderung	 (Ruckert	et	al.,	2011)	

	

Obwohl	 Clostridien	 als	 strikt	 anaerob	 gelten,	 können	 sie	 kurze	 Phasen	 und	 teilweise	 niedrige	

Konzentrationen	 von	 Sauerstoff	 erdulden	 und	 das	 Wachstum	 anschließend	 unter	 anaeroben	

Bedingungen	fortsetzen	(Brioukhanov	&	Netrusov,	2007).	Die	Toleranz	gegenüber	Sauerstoff	variiert	

dabei	sehr.	Es	gibt	einige	Arten	für	die	bereits	0,4	%	O2	tödlich	sind,	wohingegen	andere	Arten	bis	zu	

zehn	 Prozent	 O2	 überstehen	 (Brioukhanov	 &	 Netrusov,	 2007;	 Imlay,	 2008b)	 und	 sogar	 anaerobe	

Atmung	betreiben	können	wie	D.	hafniense	oder	auch	V.	parvula	(Tabelle	10).	In	solchen	Vertretern	

sind	Sensoren	für	O2	oder	reaktive	O2-Produkte	sinnvoll	und	denkbar.		

Die	 Sequenz	 des	 FNRBs-ähnlichen	 Proteins	 aus	 N.	 koreensis	 beinhaltet	 neben	 dem	 konservierten	

Aspartatrest	 auch	das	N-terminale	 Cluster-Bindemotiv	 des	E.	 coli-FNRs.	 Es	 handelt	 sich	 bei	 diesem	

Protein	um	einen	Hybrid	aus	B.	subtilis-	und	E.	coli-FNR	mit	einer	höheren	Sequenzidentität	mit	FNRBs.	

Ähnlich	verhält	es	sich	mit	der	0Cys-Variante	aus	C.	perfringens,	wobei	hier	lediglich	zwei	der	vier	E.	

coli-Cluster-koordinierenden	 Cysteinreste	 konserviert	 sind.	 Das	 FNRBs-ähnliche	 Protein	 aus	 B.	

amyloliquefaciens	DSM7	ist	C-terminal	stark	verkürzt,	was	zum	Fehlen	der	cysteintragenden	Domäne	

führt.	 Andere	 B.	 amyloliquefaciens	 Stämme	 besitzen	 hingegen	 ein	 funktionales	 FNRBs	 mit	

vollständigem	Cluster-Bindemotiv.		

Zusammenfassend	kann	festgehalten	werden,	dass	alle	FNRBs-ähnlichen	0Cys-Varianten	entweder	in	

anaeroben	 oder	 aeroben	 Bakterien	 identifiziert	 wurden	 und	 allen	 das	 für	 die	 O2-Wahrnehmung	

wichtige	 [Fe-S]-Cluster	 fehlt.	 Es	 handelt	 sich	 bei	 diesen	 Proteinen	 demnach	 um	 keine	 direkten	O2-
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Sensoren,	 sondern	 um	Transkriptionsfaktoren	 der	 FNR-CRP-Familie	mit	 unbekannter	 Funktion.	 Aus	

diesem	Grund	wurden	die	Proteine	aus	der	überarbeiteten	Matrix	entfernt.	

5.2.2 4Cys-Homologe	von	FNRBs	–	Regulatoren	von	O2-abhängigen	Prozessen	

Außer	den	0Cys-Varianten	enthielten	alle	FNRBs-Homologen	das	vollständige	Asp-Cys-Motiv,	was	die	

Notwendigkeit	der	O2-Wahrnehmung	durch	FNRBs	 für	das	Überleben	der	entsprechenden	Bakterien	

verdeutlicht.	Der	Großteil	der	Homologen	existiert	 in	 fakultativ	anaeroben	Bacilli.	Zwei	Ausnahmen	

stellen	die	anaeroben	Clostridia-	und	Negativicutes-Spezies	dar	(Tabelle	11).	

Tabelle	 11:	 Übersicht	 von	 FNRBs-Homologen	 mit	 vollständigem	 Cluster-Bindemotiv	 sowie	 deren	 Funktion,	 genetische	
Organisation	oder	Stoffwechseleigenschaften.	

Spezies	 Funktion/	regulierte	Gene,	genetische	
Organisation	oder	Stoffwechseleigenschaften	

Referenz	

B.	subtilis	(apathogen)	 Anaerobe	Nitratatmung,	Genlokus	mit	nar-Gene,	
arfM,	narK-fnr	

(Nakano	&	Hulett,	1997;	Reents	
et	al.,	2006a;	Reents	et	al.,	
2006b;	Gruner	et	al.,	2011)	

B.	licheniformis	
(apathogen)	

Anaerobe	Nitratatmung,	Genlokus	mit	nar-Gene,	
arfM,	narK-fnr	

(Klinger	et	al.,	1998;	Rey	et	al.,	
2004)	

B.	cereus	(pathogen)	 Katabolische	Gene	(Kohlenhydrat-abhängig),	
Glucose-Fermentation,	Enterotoxine	Hbl	und	Nhe,	
Genlokus	mit	nar-Genen,	fnr	

(Zigha	et	al.,	2007;	Messaoudi	et	
al.,	2010;	Esbelin	et	al.,	2012)	

B.	megaterium,	
B.	selenitrireducens	
(apathogen)	

Fakultativ	N2,	keine	Nitratatmung	 (Eppinger	et	al.,	2011;	Switzer	
Blum	et	al.,	1998)	

G.	thermoglucosidasius	
G.	thermoleovorans	

Fakultativ	N2,	Nitratatmung,	nar-Gene	 (Muhd	Sakaff	et	al.,	2012;	
Brumm	et	al.,	2015)	

G.	thermodenitrificans	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung,	Genlokus	mit	nar-
Gene,	narK-fnr	

(Feng	et	al.,	2007)	

G.	sp	(Paenibacillus	sp)	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung,	keine	N-Fixierung;	
nar-Gene	mit	nreABC	co-lokalisiert	

(Mead	et	al.,	2012)	

P.	terrae,	P.	polymyxa,	
P.	mucilaginosus	

Fakultativ	N2,	N-Fixierung,	Pflanzenwachstums-
fördernd;	nar-Gene	nicht	co-lokalisiert	

(Lal	&	Tabacchioni,	2009;	Shin	et	
al.,	2012;	Xiao	et	al.,	2016)	

Exiguobacterium	 Fakultativ	N2,	keine	Nitratatmung	 (Rodrigues	et	al.,	2008)	

Anoxybacillus	 Fakultativ	N2,	keine	Nitratatmung,	Genlokus	mit	
Genen	des	Argininstoffwechsels	

(Saw	et	al.,	2008)	

Macrococcus	
(apathogen)	

Fakultativ	N2,	Nitratatmung,	nar-Gene	mit	nreABC	
co-lokalisiert	

(Baba	et	al.,	2009)	

Staphylococcus	
(pathogen)	

Fakultativ	N2,	Nitratatmung,	nar-Gene	mit	nreABC	
co-lokalisiert	

(Mullner	et	al.,	2008;	Nilkens	et	
al.,	2014)	

Clostridium	(pathogen)	 N2,	O2-tolerant,	keine	Nitratatmung	 (Skarin	et	al.,	2011)	

Selenomonas	
(apathogen)	

N2,	Gärung,	nar-Gene	nicht	co-lokalisiert	 (Kaneko	et	al.,	2015)	
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FNR	 aus	 Bacillus	 licheniformis	 ist	 auf	 Nukleotidebene	 85	 %	 identisch	 (97	 %	 ähnlich)	 und	 reguliert	

ebenfalls	die	Gene	der	Nitratatmung	(Tabelle	11).	Im	Gegensatz	zu	B.	subtilis	und	B.	licheniformis	ist	

FNR	 im	 pathogenen	 Bacillus	 cereus	 essentiell	 für	 die	 Expression	 von	 Schlüsselenzymen	 des	

Katabolismus	 und	 der	 Enterotoxine	 Hbl	 und	 Nhe	 sowie	 für	 die	 Glukosegärung.	 Außerdem	

unterscheidet	sich	sowohl	die	genetische	Anordnung	als	auch	die	Autoregulation	von	FNRBc	(Tabelle	

11).	Obwohl	FNRBc	ein	ähnliches	redox-sensitives	[4Fe-4S]-Cluster	aufweist,	unterscheidet	sich	die	AS-

Sequenz	um	das	konservierte	Cluster-Bindemotiv,	was	die	Sensorik	beeinflussen	kann.	FNRBc	 agiert	

sowohl	in	der	Holo-	als	auch	in	der	Apo-Form	als	Aktivator	der	Enterotoxinproduktion	(Esbelin	et	al.,	

2012),	was	einen	weiteren	Unterschied	zu	FNRBs	bedeutet.		

Abhängig	von	der	jeweiligen	Bacillus-Art	kann	FNR	demnach	einerseits	als	Sauerstoffsensor	agieren,	

der	die	anaerobe	Nitratatmung	in	nicht-pathogenen	Arten	wie	B.	subtilis	und	B.	licheniformis	reguliert.	

Andererseits	 ist	 FNR	 in	 der	 Lage,	 wie	 im	 Pathogen	 B.	 cereus,	 als	 redox-sensitiver	 Sensor	 den	

Zentralstoffwechsel	und	die	Enterotoxinproduktion	als	Antwort	auf	Umweltsignale	des	menschlichen	

Darms	 zu	 regulieren.	 Funktionelle	 Studien	 in	 anderen	Bacillus-Arten	 fehlen.	 Es	 ist	 vorstellbar,	 dass	

FNRBs-Homologe	 in	 anderen	pathogenen	Arten	wie	B.	 anthracis,	B.	 thuringensis	 und	B.	 cytotoxicus	

ähnlich	 wie	 FNRBc	 fungieren.	 Im	 Stammbaum	 von	 FNRBs	 finden	 sich	 die	 FNR-Homologen	 aus	

pathogenen	Arten	zusammen	gruppiert	an	einem	Ast,	was	für	eine	geringe	evolutionäre	Distanz	spricht	

und	damit	die	Hypothese	untermauert.	Der	zweite	große	Bacillus-Ast	des	Stammbaums	beinhaltet	die	

FNRBs-ähnlichen	 Proteine	 aus	 den	 nicht-pathogenen	 Arten	 und	 den	 Pflanzen-fördernden	

Rhizobakterien	B.	amyloliquefaciens	und	B.	sp	(Chen	et	al.,	2007;	He	et	al.,	2012;	Song	et	al.,	2012).	

Diese	 FNRBs-Homologe	 erfüllen	 wahrscheinlich	 die	 Aufgabe	 als	 O2-sensitiver	 Hauptregulator	 der	

Nitratatmung	wie	in	B.	subtilis.	B.	megaterium	und	B.	selenitireducens	sind	nicht-pathogen,	betreiben	

keine	Nitratatmung	und	sind	keiner	der	beiden	großen	Bacillus-Gruppen	zugeordnet.	Eine	mögliche	

dritte	FNR-Regulation	ist	demnach	möglich.		

FNRBs-Homologen	der	Gattung	Geobacillus	betreiben	Nitratatmung	und	weisen	 teilweise	eine	zu	B.	

subtilis	ähnliche	genetische	Organisation	auf	(Tabelle	11),	was	für	eine	Regulation	der	Nitratatmung	

durch	FNR	wie	in	B.	subtilis	spricht.	Die	fehlende	Co-Lokalisierung	der	Gene	der	Nitratatmung	mit	den	

FNRBs-Homologen	 aus	 Paenibazillen	 spricht	 gegen	 eine	 zu	 FNRBs	 analoge	 Regulation.	 Sie	 leben	

fakultativ	anaerob	entweder	frei	im	Boden	oder	pflanzenassoziiert	und	sind	zur	N-Fixierung	befähigt.	

Die	 relevanten	 Gene	 könnten	 durch	 FNRBs-Homologe	 in	 O2-Abhängigkeit	 reguliert	 werden.	

Interessanterweise	besitzen	P.	terrae,	P.	polymyxa	und	P.	mucilaginosus	jeweils	zwei	FNRBs-ähnliche	

Proteine	 mit	 unterschiedlicher	 AS-Sequenz	 um	 das	 Cluster-Bindemotiv.	 Die	 Proteobakterien	

Pseudomonas	 putida	 und	 Burkholderia	 spp	 weisen	 jeweils	 multiple	 Anzahlen	 von	 FNREc-ähnlichen	

Proteinen	auf,	die	eine	unterschiedliche	O2-Sensitivität	besitzen.	Die	Expression	von	multiplen	FNR-

ähnlichen	 Proteinen	 ermöglicht	 die	 Wahrnehmung	 von	 Sauerstoff	 über	 ein	 großes	
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Konzentrationsspektrum.	 In	 Ps.	 putida	 erfüllen	 die	 drei	 FNREc-ähnlichen	 Proteine	 unterschiedliche,	

aber	dennoch	überlappende	Funktionen	 (Ibrahim	 et	al.,	2015).	Auch	wenn	die	Gene,	die	durch	die	

FNRBs-ähnlichen	Proteine	der	Paenibazillen	reguliert	werden,	unbekannt	sind,	ist	die	Verwendung	von	

zwei	FNR-ähnlichen	Proteinen	mit	unterschiedlicher	O2-Sensitivität	denkbar.		

FNR	 aus	 Exiguobacterium	 sibiricum,	 Anoxybacillus	 flavithermus,	 Macrococcus	 caseolyticus	 und	

Staphylococcus	pseudintermedius	wurde	bisher	weder	funktionell	noch	biochemisch	charakterisiert.	

Während	Mc.	caseolyticus	und	S.	pseudintermedius	zwar	Nitratatmung	betreiben,	wird	diese	jedoch	

durch	 den	 Sauerstoffsensor	 NreB	 und	 das	 NreABC-System	 reguliert	 (Tabelle	 11;	 Vgl.	 Kapitel	 5.3.3,	

Tabelle	 12).	 Ex.	 sibiricum	 und	 Ab.	 flavithermus	 hingegen	 sind	 nicht	 in	 der	 Lage	 Nitrat	 zu	

verstoffwechseln	und	besitzen	auch	kein	NreABC-System.	In	Ab.	flavithermus	ist	das	fnr-Gen	mit	Genen	

des	Argininstoffwechsels	co-lokalisiert,	was	auf	eine	mögliche	Regulation	von	FNR	hindeuten	könnte.		

Die	 Funktion	 von	 FNRBs	 aus	 den	 beiden	 anaeroben	 Firmicutes-Spezies	 Clostridium	 botulinum	 und	

Selenomonas	 ruminantium	 ist	 unbekannt	 (Tabelle	 11).	 Im	 Stammbaum	 sind	 sie	 in	 direkter	

Nachbarschaft	 mit	 Staphylococcus	 und	 Exiguobacterium	 angeordnet,	 deren	 Funktion	 ebenfalls	

unbekannt	 ist.	 Es	 kann	 davon	 ausgegangen	werden,	 dass	 sie	 nicht	 als	 FNRBs-ähnliche	 O2-Sensoren	

fungieren.	

5.3 NreB	aus	S.	aureus	–	Sauerstoffsensor	der	Staphylokokken	

Die	 Sensorkinase	 NreB	 agiert	mit	 dem	 [4Fe-4S]-Cluster	 als	 direkter	 Sauerstoffsensor	 und	 reguliert	

zusammen	mit	dem	Nitratsensor	NreA	und	dem	Antwortregulator	NreC	die	Expression	der	anaeroben	

Nitratatmung	(Mullner	et	al.,	2008;	Nilkens	et	al.,	2014;	Niemann	et	al.,	2014).	Die	Gene	des	NreABC-

Systems	sind	co-lokalisiert	mit	den	für	die	Nitratatmung	essentiellen	Genen	wie	der	Nitratreduktase	

(Fedtke	 et	 al.,	 2002;	 Schlag	 et	 al.,	 2008).	 Die	 Ergebnisse	 der	 Homologensuche	 verdeutlichen	 die	

Dominanz	 von	 NreB	 innerhalb	 der	 Bacilli	 und	 noch	 spezifischer	 die	 Spezialisierung	 innerhalb	 der	

Staphylokokken.	NreB	koordiniert	 sein	 [Fe-4S]-Cluster	über	vier	konservierte	Cysteinreste	 in	der	N-

terminalen	 PAS-Domäne,	 an	 die	 sich	 C-terminal	 die	 Kinasedomäne	 anschließt	 (Kamps	 et	 al.,	 2004;	

Mullner	 et	 al.,	 2008).	Neben	NreB-Homologen,	 die	 das	 vollständige	 Cluster-Bindemotiv	 aufweisen,	

konnten	 auch	 Proteine	 identifiziert	 werden,	 denen	 Teile	 oder	 gar	 das	 gesamte	Motiv	 fehlen.	 Die	

Varianten	sind	hauptsächlich	außerhalb	der	Bacilli	detektiert	worden,	was	auf	NreB	mit	[Fe-S]-Cluster	

als	 „Urform“	 hinweist,	 welche	 dann	 an	 andere	 Bakterien	 über	 lateralen	 Gentransfer	 übertragen	

wurden.		

5.3.1 0Cys-Varianten	von	NreBSa	–	Sensorkinasen	der	HisKA_3	Familie	

Die	Sequenzvergleiche	zwischen	NreB	und	den	0Cys-Varianten	zeigen	lediglich	Ähnlichkeiten	innerhalb	

der	Kinasedomänen	und	nicht	in	der	sensorischen	PAS-Domäne.	Die	Datenbankrecherche	bestätigt	die	
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Proteine	 als	 Histidinkinasen	 und	 auch	 der	 Sequenzvergleich	 verdeutlicht	 das	 Vorhandensein	 des	

DxxxQ-Motivs	 der	 HisKA_3	 Sensorkinasen	 (Huynh	 et	 al.,	 2010).	 Zu	 finden	 waren	 diese	 Varianten	

außerhalb	der	Bacilli	 sowohl	 in	anaeroben	Actinobakterien,	Clostridien,	Negativicutes,	Spirochaetes	

als	 auch	 in	 fakultativ	 anaeroben	 γ-	 und	 β-	 Proteobakterien.	 Die	 identifizierten	 Proteobakterien	

Shewanella	piezotolerans	und	Rhodoferax	ferrireducens	sind	mit	einem	FNREc-Homolog	ausgestattet,	

welches	den	anaeroben	Stoffwechsel	 in	diesen	Proteobakterien	 reguliert	 (Cruz-Garcia	et	al.,	2011).	

Desulfitobacterium	hafniense	(Clostridia)	besitzt	die	nar-Gene	für	die	Nitratreduktion	(Nonaka	et	al.,	

2006)	 sowie	 eine	 0Cys-Variante	 von	 FNRBs.	 Beiden	 Proteinen	 fehlt	 jedoch	 das	 Cluster-Bindemotiv,	

sodass	die	Regulation	der	anaeroben	Atmung	unbekannt	ist.	

Die	mangelnde	Ähnlichkeit	innerhalb	der	Cluster-koordinierenden	PAS-Domäne	wie	auch	das	fehlende	

[Fe-S]-Cluster-Bindemotiv	 dieser	 Proteine	 lassen	 vermuten,	 dass	 es	 sich	 um	 falsch-positive	BLAST-

Treffer	handelt.	Wie	auch	NreB	sind	es	zwar	Sensorkinasen,	jedoch	spielen	die	Proteine	keine	Rolle	in	

der	direkten	Sauerstoffwahrnehmung.	Deswegen	wurden	die	Varianten	aus	dem	Alignment	entfernt	

und	ein	neuer	phylogenetischer	Stammbaum	konstruiert.	

5.3.2 NreBSa-Homologe	

Der	neue	Stammbaum	enthält	neben	den	NreB-Homologen	der	Bacilli	mit	Cys-Cluster	auch	Varianten	

mit	 reduzierter	 Cysteinanzahl	 außerhalb	 der	 Bacilli,	 was	 auf	 einen	 möglichen	 Gentransfer	 sowie	

Cysteinverlust	hindeutet.	Die	Gruppierung	aller	NreB-Homologe	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv	

an	einem	Hauptast	spiegelt	die	geringe	evolutionäre	Distanz	wieder.	Die	Ausnahme	stellt	das	Homolog	

aus	 Brevibacillus	 brevis	 dar,	 welches	 trotz	 seines	 vollständigen	 NreB	 Cluster-Bindemotivs	 mit	 den	

Cysteinvarianten	am	zweiten	Hauptast	lokalisiert	ist.		

5.3.3 4Cys-Homologe	von	NreBSa	–	Regulation	der	Nitratatmung	

Die	4Cys-Homologen	von	NreBSa	weisen	alle	das	C-x2-C-x11-C-x2-C	Spacing	des	Cluster-Bindemotivs	auf	

und	 sind	 lediglich	 in	den	Bacilli	 vertreten.	Die	meisten	Homologen	 sind	 innerhalb	 verschiedener	S.	

aureus-Stämme	 sowie	 weiteren	 pathogenen	 Arten	 und	 der	 nicht-pathogenen	 Spezies	 S.	 carnosus	

vorhanden,	welche	 sich	 stark	 von	den	pathogenen	Spezies	unterscheidet	 (Rosenstein	 et	al.,	 2009).	

Funktionelle	Studien	zum	NreABC-System	und	dessen	Regulation	wurden	in	S.	carnosus	durchgeführt	

(Fedtke	et	al.,	2002;	Mullner	et	al.,	2008;	Reinhart	et	al.,	2010;	Nilkens	et	al.,	2014;	Niemann	et	al.,	

2014).	 Aufgrund	 der	 hohen	 Sequenzidentität	 zwischen	 den	 nreABC-Genen	 aus	 S.	 carnosus	 und	 S.	

aureus	wird	eine	ähnliche	Funktion	und	Regulation	des	NreABC-Systems	 in	S.	aureus	angenommen	

(Schlag	et	al.,	2008).		
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Tabelle	 12:	 NreBSa-Homologe	mit	 vollständigem	 Cluster-Bindemotiv	 und	 deren	 für	 die	 Nitratatmung	 relevanten	 Gene	
sowie	der	Funktion	oder	Stoffwechseleigenschaften.	

Spezies	 Relevante	Gene	 Funktion/	
Stoffwechseleigenschaften	

Referenz	

S.	aureus	(pathogen),		
S.	carnosus	
(apathogen)	

nreABC,	nar-Gene	 Anaerobe	Nitratatmung	 (Fedtke	et	al.,	2002;	Schlag	et	
al.,	2008;	Mullner	et	al.,	2008;	
Nilkens	et	al.,	2014;	Niemann	
et	al.,	2014)	

Mc.	caseolyticus	 nreABC,	nar-Gene	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung	 (Baba	et	al.,	2009)	

B.	clausii	 nreABC,	nar-Gene	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung	 (Kobayashi	et	al.,	1995;	
Mullner	et	al.,	2008)	

P.	sp	 GAF-Protein,	LuxR-
Regulator,	nar-Gene	

Fakultativ	N2,	Nitratatmung,	
keine	N-Fixierung	

(Mead	et	al.,	2012)	

Bb.	brevis	 LuxR-Regulator	 Fakultativ	N2,	keine	
Nitratatmung	

(Chen	et	al.,	2012)	

	

Macrococcus	 caseolyticus	 gilt	 als	 nächster	 Verwandter	 der	 Staphylokokken	 und	 weist	 ebenso	 wie	

Bacillus	 clausii	 und	 Spezies	 der	 Paenibazillen	 die	 Präsenz	 und	 gleiche	 genetische	 Organisation	 der	

nreABC-	und	nar-Gene	auf.	Des	Weiteren	sind	diese	Spezies	 in	der	Lage	Nitratatmung	zu	betreiben	

(Tabelle	12).	 In	B.	 clausii	 existiert	 im	Gegensatz	 zu	anderen	Spezies	der	Gattung	Bacillus	 kein	 FNR,	

sodass	die	anaerobe	Atmung	durch	NreABC	reguliert	wird	(Kobayashi	et	al.,	1995;	Mullner	et	al.,	2008).	

Abgesehen	von	B.	clausii	und	den	Staphylokokken	besitzen	die	Spezies	zusätzlich	ein	FNRBs-Homolog,	

allerdings	 ist	das	entsprechende	 fnr-Gen	nicht	 in	der	Nähe	der	Nitratreduktasegene	 lokalisiert,	was	

eher	 für	 eine	 anaerobe	 Regulation	 der	 Nitratatmung	 durch	 NreABC	 statt	 FNR	 spricht.	 Die	 direkte	

Nachbarschaft	von	NreB-Homologen	aus	P.	sp	und	B.	clausii	im	Stammbaum	verdeutlicht	die	geringe	

evolutionäre	 Distanz	 und	 untermauert	 ebenso	 die	 Funktion	 von	 NreABC	 als	 Hauptregulator	 der	

Nitratatmung	in	beiden	Spezies.	

Brevibacillus	brevis	gehört	zur	Familie	der	Paenibacillaceace	und	weist	lediglich	einen	LuxR-Regulator	

auf,	dessen	Gen	mit	dem	des	NreB-Homologs	co-lokalisiert	ist.	Das	LuxR-Protein	könnte	in	der	Funktion	

homolog	 zu	 NreC	 sein.	 Das	 NreB-Homolog	 sowie	 die	 gesamte	 NreABC-Ausstattung	 aus	 Bb.	 brevis	

unterscheiden	sich	stark	von	der	Referenz	aus	S.	aureus	(Tabelle	12).	Dies	wird	durch	die	Anordnung	

des	 Homologes	 am	 zweiten	 Hauptast	 (zusammen	 mit	 den	 NreB-Varianten)	 und	 einer	 damit	

verbundenen	größeren	evolutionären	Distanz	zu	NreBSa	verdeutlicht.	Funktionelle	Studien	zu	diesem	

NreB-Homolog	fehlen	ebenso	wie	Studien	zum	zusätzlichen	FNRBs-Homolog.	

5.3.4 3Cys-Varianten	von	NreBSa	–	alternative	Funktion	außerhalb	der	Nitratregulation?	

In	Thermus	thermophilus	und	T.	sp	konnten	NreB-Homologe	 identifiziert	werden,	bei	denen	jeweils	

der	erste	Cysteinrest	des	Cluster-Bindemotivs	durch	Isoleucin	und	Valin	ersetzt	ist	und	sich	der	Abstand	
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zwischen	C2	und	C3	des	Bindemotivs	unterscheidet.	Die	Bakterien	sind	obligat	aerob,	sie	zeigen	kein	

anaerobes	Wachstum	und	besitzen	keine	Nitratreduktase	(Henne	et	al.,	2004).	Isoleucin	und	Valin	sind	

selbst	 nicht	 in	 der	 Lage	 FeS-Zentren	 zu	 ligandieren.	 Viele	 Studien	 inklusive	 Kristallisationsstudien	

bestätigen	Aspartat	als	alternativen	Liganden	für	FeS-Zentren	(Calzolai	et	al.,	1995;	Muraki	et	al.,	2010;	

Gruner	et	al.,	2011;	Vitt	et	al.,	2014;	Schafer	et	al.,	2016).	Außerdem	können	ein	oder	zwei	Histidinreste	

als	Liganden	genutzt	werden	(Davidson	et	al.,	1992;	Schneider	&	Schmidt,	2005;	Lubitz	et	al.,	2014).	

Die	Dihydropyrimidin-Dehydrogenase	der	Schweineleber	ist	der	E.	coli	Fumaratreduktase	ähnlich	und	

koordiniert	eines	der	vier	[Fe-S]-Cluster	über	drei	Cysteinreste	und	einen	Glutaminrest	(Dobritzsch	et	

al.,	2001).	Der	Sequenzvergleich	der	3Cys-Varianten	von	NreB	aus	der	Gattung	Thermus	zeigt,	dass	sich	

direkt	am	N-Terminus	ein	zusätzlicher	Cysteinrest	sowie	ein	Aspartat-	und	Glutaminrest	befinden,	die	

als	 alternative	 Liganden	 fungieren	 könnten.	 Allerdings	 ist	 der	 Glutaminrest	 des	 DxxxQ-Motivs	 der	

Histidinkinasen	durch	Serin	ersetzt.	Aufgrund	fehlender	funktioneller	und	biochemischer	Studien	ist	

unklar,	 ob	 das	 NreB-Homolog	 aus	 Thermus	 ein	 [Fe-S]-haltiges	 Protein	 ist,	 welches	 eine	 ähnliche	

regulatorische	 Rolle	 wie	 NreB	 einnimmt.	 Die	 aerobe	 Lebensweise	 ebenso	 wie	 die	 fehlende	

Nitratatmung	sprechen	für	eine	alternative	Funktion,	die	sich	von	der	Regulation	des	NreABC-Systems	

in	Staphylokokken	unterscheidet.	

5.3.5 2Cys-Varianten	von	NreBSa	–	NreB-Homologe	mit	alternativem	Mechanismus?	

Den	in	L.	reuteri,	L.	plantarum	und	L.	fermentum	identifizierten	NreB-Homologen	fehlt	jeweils	das	N-

terminale	 Cysteinpaar,	 sie	 zeigen	 jedoch	 sowohl	 innerhalb	 der	 PAS-	 als	 auch	 in	 der	 Kinasedomäne	

große	 Ähnlichkeit	 mit	 NreBSa.	 Laktobazillen	 sind	 fakultativ	 anaerob	 und	 besitzen	 die	 Gene	 der	

dissimilatorischen	 Nitratreduktase	 (Kleerebezem	 et	 al.,	 2003;	 Morita	 et	 al.,	 2008).	 Sowohl	 L.	

fermentum	als	auch	L.	plantarum	weisen	ein	NreA-ähnliches	Protein	auf,	während	es	in	L.	reuteri	fehlt	

(Mullner	 et	 al.,	 2008;	 Unden	 et	 al.,	 2013).	 Aufgrund	 des	 Vorhandenseins	 von	 lediglich	 zwei	

Cysteinresten	liegt	vermutlich	eine	andere	Art	der	Regulation	dieser	NreB-Homologe	vor.	Für	das	[4Fe-

4S]-Cluster	der	Nitrogenase	NflD	aus	Methanocaldococcus	jannaschii	wurde	spekuliert,	dass	 je	zwei	

Cysteinreste	eines	Monomers	ein	Cluster	koordinieren,	 sodass	ein	Cluster	pro	Homodimer	existiert	

(Staples	 et	 al.,	 2007).	 Derselbe	 Mechanismus	 ist	 für	 NreB-Homologe	 in	 Laktobazillen	 vorstellbar	

ebenso	wie	die	Cluster-Bindung	durch	alternative	Liganden	oder	die	regulatorische	Formation	einer	

Disulfidbrücke	als	Disulfid-Switch	wie	in	den	Flp-Proteinen	(Gostick	et	al.,	1998;	Scott	et	al.,	2000).	

5.3.6 1Cys-Varianten	 von	 NreBSa	 –	 Regulation	 außerhalb	 der	 Nitratatmung	 durch	 Redox-

Switch?	

NreB-ähnliche	Proteine,	die	lediglich	einen	Cysteinrest	konserviert	haben,	sind	sowohl	 in	den	Bacilli	

Paenibacillus	und	Halobacillus	als	auch	in	Clostridium	sp,	Planctomyces	limnophilus	und	Opitutus	terrae	

identifiziert	worden.	Am	häufigsten	ist	der	Rest	C1	konserviert,	wobei	auch	C2	oder	C4	vorkommen	
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(Tabelle	13).	In	Paenibazillen	existieren	neben	der	1Cys-Variante	auch	ein	4Cys-NreB-Homolog	sowie	

ein	FNRBs-Homolog	(Tabelle	12	und	11),	was	auf	verschiedene	regulatorische	Rollen	für	jedes	Protein	

hindeutet.	 Während	 das	 4Cys-NreB-Homolog	 zusammen	 mit	 Homologen	 von	 NreA	 und	 NreC	

wahrscheinlich	die	Regulation	der	Nitratatmung	übernimmt,	wäre	für	die	1Cys-Varianten	eine	andere	

Rolle	in	der	Redoxwahrnehmung	denkbar.	Das	OhrR-Protein	aus	B.	subtilis	besitzt	einen	redox-aktiven	

Cysteinrest,	der	die	Aktivität	des	Repressors	als	Antwort	auf	Peroxidstress	 reguliert	 (Fuangthong	&	

Helmann,	2002).	Eine	ähnliche	Funktion	ist	für	diese	NreB-Varianten	vorstellbar,	jedoch	ist	keines	der	

Proteine	bisher	funktionell	oder	biochemisch	charakterisiert.	

Tabelle	13:	Übersicht	der	Spezies	mit	1Cys-Varianten	von	NreB	und	deren	Stoffwechseleigenschaften	sowie	die	genetische	
Ausstattung	der	anaeroben	Nitratatmung	und	des	NreABC-Systems.	

Spezies	 Cys-
Rest	

Stoffwechseleigenschaften	und	genetische	
Ausstattung	Nitratatmung	

Referenz	

Paenibacillus	sp	 C1	 Fakultativ	N2,	Nitratatmung,	keine	N-Fixierung		
nar-Gene,	NreB(4Cys),	GAF-Protein,	LuxR-
Regulator		

(Mead	et	al.,	2012)	

Halobacillus	 C1	 O2,	keine	nar-Gene,	kein	NreA	+	NreC	 (Pade	et	al.,	2013)	

Opitutus	 C1	 N2,	Gärung;	keine	nar-Gene,	kein	NreA	+	NreC	 (Chin	et	al.,	2001)	

Planctomyces	 C2	 N2,	keine	nar-Gene,	kein	NreA	+	NreC	 (Labutti	et	al.,	2010)	

Clostridium	 C4	 N2,	keine	nar-Gene,	kein	NreA	+	NreC	 (Yokoyama	et	al.,	2010;	Yokoyama	
et	al.,	2011)	

	

Außer	 den	 fakultativen	 Paenibazillen	 fehlen	 allen	 Spezies	 mit	 1Cys-Variante	 sowohl	 die	 Gene	 der	

anaeroben	Nitratatmung	als	auch	NreA	und	NreC	(Tabelle	13),	was	gegen	die	typische	Funktion	von	

NreB	in	einem	ZKS	und	gegen	die	Beteiligung	der	NreB-Varianten	an	der	Nitratatmung	spricht.	Eine	

funktionell	verschiedene	Rolle	dieser	1Cys-Varianten	im	Vergleich	zu	NreBSa	wird	durch	eine	niedrige	

Sequenzähnlichkeit	mit	der	sensorischen	PAS-Domäne	von	NreB	untermauert.	

5.4 WhiB3	aus	M.	tuberculosis	–	Redoxsensor	der	Actinobakterien	

Im	Gegensatz	zu	FNR	und	NreB	handelt	es	sich	bei	WhiB3	aus	M.	tuberculosis	eher	um	einen	Redox-	

als	 einen	 reinen	 Sauerstoffsensor	 (Singh	 et	 al.,	 2007).	 Unter	 anaeroben	 Bedingungen	 koordiniert	

WhiB3	 ein	 [4Fe-4S]-Cluster,	 allerdings	 besitzt	 diese	 Form	 nur	 mäßige	 DNA-Bindungsaktivität.	 Bei	

anhaltenden	 oxidativen	 Stressbedingungen	 in	 den	 Wirt-Makrophagen	 werden	 die	 Cluster-

koordinierenden	 Cysteinthiole	 oxidiert	 und	 es	 kommt	 zur	 Ausbildung	 zweier	 intramolekularen	

Disulfidbrücken,	welche	die	DNA-Bindungsaffinität	stark	erhöhen	(Singh	et	al.,	2009).	WhiB3	reguliert	

dabei	eine	Reihe	von	Genen	unter	anderem	des	virulenten	Lipid-	sowie	Fettsäure-Stoffwechsels	und	

ist	demnach	essentiell	für	das	Überleben	und	die	Persistenz	in	den	Makrophagen	(Singh	et	al.,	2007;	

Singh	et	al.,	2009;	Mehta	et	al.,	2016;	Steyn	et	al.,	2002).		
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Grundsätzlich	kommen	WhiB-ähnliche	Proteine	 in	einer	Spezies	 in	den	Actinobakterien	 in	multipler	

Anzahl	mit	 diversen	 Funktionen	 vor	 und	 sind	dabei	 jedoch	 auf	 Sequenzebene	 sehr	 unterschiedlich	

(Soliveri	 et	 al.,	 2000;	 Geiman	 et	 al.,	 2006;	 Saini	 et	 al.,	 2012b).	 Die	BLAST-Ergebnisse	 dieser	 Studie	

bestätigen	die	Limitierung	von	WhiB3-ähnlichen	Proteinen	innerhalb	der	Actinobakterien	sowie	deren	

Alleinstellung.	Weder	FNR-	noch	NreB-Homologe	konnten	in	den	Actinobakterien	identifiziert	werden,	

was	die	Spezialisierung	von	WhiB	als	[Fe-S]-haltiger	Sensor	innerhalb	dieser	Bakterien	belegt.	WhiB3-

Homologe	 sind	ausschließlich	 in	verschiedenen	Gattungen	der	Actinobakterien	 identifiziert	worden	

mit	der	größten	Anzahl	innerhalb	der	Mycobakterien.	Der	phylogenetische	Stammbaum	von	WhiB3	ist	

sehr	 verzweigt	 und	 weist	 wenige	 Äste	 mit	 Proteinen	 mit	 geringer	 evolutionärer	 Distanz	 auf.	

Ausgenommen	hiervon	sind	die	WhiB3-Homologen	eines	Astes	aus	M.	tuberculosis,	M.	africanum,	M.	

bovis	und	M.	canetti,	die	zum	pathogenen	Mycobacterium	tuberculosis	complex	gehören	(Rodriguez-

Campos	et	al.,	2014).	Die	Verzweigung	des	gesamten	Stammbaums	spiegelt	die	Verteilung	der	WhiB3-

ähnlichen	Proteine	in	vielen	verschiedenen	Gattungen	der	Actinobakterien	wieder.	

5.4.1 3Cys-Varianten	von	WhiB3Mt	–	Alternative	Redoxsensoren	etabliert?	

Alle	 WhiB3-Homologe	 besitzen	 die	 konservierten	 Cluster-koordinierenden	 Cysteinreste,	 wobei	

lediglich	fünf	Prozent	aufgrund	einer	N-terminal	verkürzten	Sequenz	der	erste	Cysteinrest	fehlt.	Die	

3Cys-Varianten	 sind	 unter	 anderem	 in	 M.	 intracellulare,	 Streptomyces	 hygroscopicus	 und	

Amycolicoccus	 subflavus	 vorhanden	 und	 über	 den	 gesamten	 Baum	 zerstreut,	 was	 auf	 einen	

unabhängigen	 Verlust	 des	 N-terminalen	 Bereichs	 inklusive	 dem	 ersten	 Cysteinrest	 hindeutet.	

Funktionelle	und	biochemische	Studien	zu	diesen	Proteinen	fehlen.	Bei	den	beiden	M.	intracellulare-

Stämmen	handelt	es	sich	um	klinische	Isolate	mit	nur	sechs	statt	sieben	WhiB-ähnlichen	Proteinen,	

wovon	zwei	N-terminal	verkürzt	sind,	was	zu	unvollständigen	Cluster-Bindemotiven	führt.	Während	in	

M.	tuberculosis	der	Peroxidregulator	OxyR	nicht	funktional	ist	und	die	Antwort	auf	oxidativen	Stress	

durch	WhiB	Proteine	 reguliert	wird,	wird	 funktionales	OxyR	 in	M.	 intracellulare	 vermutet	 (Lewis	&	

Falkinham,	2015).		

5.4.2 4Cys-Homologe	 von	WhiB3Mt	 –	 Regulation	 verschiedener	 redoxabhängiger	 zellulärer	

Prozesse	

Die	WhiB3-Homologen	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv	sind	sowohl	in	pathogenen	als	auch	in	

nicht-pathogenen	Mycobakterien	 identifiziert	worden.	 Es	wurde	bereits	 gezeigt,	 dass	ein	 ähnliches	

Protein	aus	M.	smegmatis	und	M.	bovis	mit	dem	Virulenz-Sigma	Faktor	SigA	interagieren	kann	und	es	

sich	um	WhiB3-homologe	Proteine	handelt	(Steyn	et	al.,	2002;	Soliveri	et	al.,	2000).	Die	Funktion	und	

Regulation	 von	 WhiB3	 scheint	 in	 allen	 Mycobakterien-Arten	 ähnlich	 zu	 sein	 unabhängig	 ihrer	

Pathogenität.	
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Tabelle	14:	WhiB3Mt-Homologe	mit	vollständigem	Cluster-Bindemotiv	und	deren	Funktion.	

Protein	 Spezies	 Funktion	oder	regulierte	Gene	 Referenz	

WhiB3	 M.	tuberculosis,		
M.		bovis	(pathogen);		
M.	smegmatis	
(apathogen)	

Oxidative	Stressantwort:		
(virulenter)	Lipid-	und	Fettsäurestoffwechsel,	
Persistenz,	Redox-Homeoöstase	

(Singh	et	al.,	2007;	Singh	et	
al.,	2009;	Mehta	et	al.,	2016;	
Soliveri	et	al.,	2000;	Steyn	et	
al.,	2002)	

WhiD	 Sm.	coelicolor	
(apathogen)	

Sporenbildung,	Septumformation	 (Molle	et	al.,	2000;	
Jakimowicz	et	al.,	2005;	
Crack	et	al.,	2009)	

WhcB	 Cb.	glutamicum	
(apathogen)	

Oxidative	Stressantwort	(mit	WhcA	+	WhcE)	 (Lee	et	al.,	2012;	Choi	et	al.,	
2009;	Kim	et	al.,	2005)	

	

Das	WhiD	Protein	aus	Streptomyces	coelicolor	ist	homolog	zu	WhiB3Mt,	erfüllt	allerdings	eine	andere	

Funktion	 (Tabelle	 14).	 In	 vitro	Experimente	 zeigen	 in	 Anwesenheit	 von	O2	 oder	 Peroxidstress	 eine	

Clusterdegradation	von	WhiD	ähnlich	wie	FNREc	(Jakimowicz	et	al.,	2005).	Die	Degradation	des	[4Fe-

4S]-Clusters	von	nativem	WhiD	in	vivo	hingegen	verläuft	sehr	langsam,	sodass	kein	planares	[2Fe-2S]-

Cluster	detektiert	werden	konnte	(Crack	et	al.,	2009).	Trotzdem	wird	deutlich,	dass	sowohl	WhiD	als	

auch	 WhiB3	 als	 Redoxsensoren	 agieren,	 wobei	 sie	 in	 Abhängigkeit	 ihrer	 Pathogenität	 und	

Sporenbildung	sehr	verschiedene	zelluläre	Prozesse	regulieren	(Tabelle	14).	Neben	WhiD	konnten	in	

der	BLAST-Suche	in	weiteren	nicht-pathogenen	Streptomyces-Arten	sowie	im	Pflanzenpathogen	Sm.	

scabiei	 (Chapleau	 et	 al.,	 2016)	 WhiB3-Homologe	 identifiziert	 werden.	 Eine	 zu	 WhiB3Mt-ähnliche	

Regulation	 in	der	Virulenz	und	Persistenz	wäre	demnach	 für	die	pathogene	Spezies	denkbar.	 Trotz	

fehlender	 funktioneller	 Studien	 in	 den	 übrigen	 Streptomyces-Arten	 scheint	 eine	 Funktion	 und	

Regulation	 dieser	 Proteine	 wie	 in	 WhiDSmc	 wahrscheinlich.	 Die	 Lokalisation	 der	 Streptomyces-

Homologen	 in	 direkter	 Nachbarschaft	 im	 Stammbaum	 bestätigt	 die	 geringe	 evolutionäre	 Distanz	

zueinander	und	untermauert	demnach	die	WhiDSmc-ähnliche	Funktion	in	der	Sporenbildung.		

Während	Mycobakterien	und	Streptomyceten	sieben	bzw.	elf	WhiB-ähnliche	Proteine	besitzen,	weist	

die	 nicht-pathogene	 Spezies	 Corynebacterium	 glutamicum	 nur	 vier	 WhiB	 Proteine	 auf.	 WhcB	 ist	

homolog	 zu	 WhiB3	 und	 reguliert	 zusammen	 mit	 WhcA	 und	 WhcE	 die	 oxidative	 Stressantwort	 in	

hierarchischer	Weise,	wohingegen	WhcD	essentiell	für	die	Zellteilung	und	Septumbildung	ist	(Lee	et	

al.,	2012;	Choi	et	al.,	2009;	Kim	et	al.,	2005;	Lee	et	al.,	2017).	In	der	Suche	nach	Homologen	zu	WhiB3Mt	

konnte	sowohl	WhcB	aus	Cb.	glutamicum	als	auch	weitere	ähnliche	Proteine	aus	nicht-pathogenen	

und	pathogenen	Spezies	identifiziert	werden.	Die	WhiB3-ähnlichen	Proteine	in	den	nicht-pathogenen	

Arten	sind	wahrscheinlich	ähnlich	zu	WhcBCbgl,	wohingegen	eine	Funktion	der	pathogenen	Homologen	

ähnlich	zu	WhiB3Mt	denkbar	ist.		
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Funktionelle	Studien	zu	WhiB3-ähnlichen	Proteinen	in	anderen	Actinobakterien	fehlen.	WhiB3	ist	nah	

verwandt	 mit	 Proteinen	 aus	 Nocardia-Arten	 und	 plasmidkodierten	 Produkten	 aus	 Rhodococcus-

Spezies	 (Saini	 et	 al.,	 2012b).	 Rhodococci	 sind	mehrheitlich	 nicht-pathogene,	 aerobe	 Bakterien	mit	

einem	linearen	Chromosom	und	drei	zusätzlichen	Plasmiden	(McLeod	et	al.,	2006).	WhiB3Mt-Homologe	

konnten	 sowohl	 in	 pathogenen	 Nocardia-Spezies	 als	 auch	 in	 pathogenen	 und	 nicht-pathogenen	

Rhodococcus-Arten	identifiziert	werden.	Im	phylogenetischen	Stammbaum	befinden	sich	die	WhiB3-

Ähnlichen	 einiger	 Rhodococci	 sowie	 von	 Nocardia-	 und	 Corynebacterium-Spezies	 in	 direkter	

Nachbarschaft	zum	Referenzprotein,	was	die	Homologie	der	Proteine	bestätigt.		

Die	sieben	WhiB	Proteine	von	M.	tuberculosis	zeigen	nur	eine	moderate	Sequenzähnlichkeit	von	unter	

70	%,	sind	aber	alle	sehr	ähnlich	zu	mycobakteriellen	Phagenproteinen.	Mobile	genetische	Elemente	

wie	Plasmide	oder	Phagen	lassen	sich	leichter	mittels	lateralem	Gentransfer	übertragen	(Gogarten	&	

Townsend,	 2005;	 Saini	 et	 al.,	 2012b).	 Die	 WhiB	 Proteine	 wurden	 deshalb	 vermutlich	 von	 einem	

Vorfahren	 mittels	 lateralem	 Gentransfer	 übertragen	 und	 jedes	 WhiB	 Protein	 ist	 unabhängig	 mit	

verschiedenen	Funktionen	entstanden	(Saini	et	al.,	2012b).	Da	alle	identifizierten	Actinobakterien	mit	

einem	WhiB3-Homolog	 auch	 zusätzlich	 weitere	WhiB-ähnliche	 Proteine	 besitzen,	 ist	 ein	 ähnlicher	

Mechanismus	für	alle	WhiB	Proteine	innerhalb	der	unterschiedlichen	Gattungen	der	Actinobakterien	

denkbar.	 Alles	 in	 allem	 sind	WhiB3-ähnliche	 Proteine	 ausschließlich	 in	 aeroben	Actinobakterien	 zu	

finden,	 was	 die	 Evolution	 der	 WhiB	 Proteine	 mit	 ihrem	 sensitiven	 [4Fe-4S]-Cluster	 nach	 der	

Akkumulation	von	Sauerstoff	auf	der	Erde	datiert.	

5.5 Verbreitung	und	Evolution	der	[4Fe-4S]-haltigen	O2-Sensoren	

Die	überarbeitete	Anwesenheitsmatrix	 in	Abb.	 30	 verdeutlicht	die	Dominanz	des	 jeweiligen	 [Fe-S]-

haltigen	Sensors	innerhalb	eines	Bakterienphylums.	FNREc-Homologe	sind	hauptsächlich	in	den	α-,	β-	

und	 γ-Proteobakterien	 zu	 finden	 mit	 einigen	 einzelnen	 Homologen	 innerhalb	 von	 Nicht-

Proteobakterien	 wie	 Clostridia	 oder	 Bacteroidetes	 mit	 unbekannter	 Funktion.	 Außerhalb	 der	

Proteobakterien	 existieren	 vor	 allem	 verschiedene	 Cysteinvarianten	 von	 FNREc,	 was	 auf	 einen	

Gentransfer	 mit	 anschließendem	 Cysteinverlust	 hinweist.	 Lateraler	 Gentransfer	 ist	 nur	 dann	

erfolgreich,	wenn	das	 transferierte	Gen	oder	Protein	der	Spezies	eine	neue	vorteilhafte	Anpassung	

oder	 Funktion	 ermöglicht	 (Gogarten	 &	 Townsend,	 2005;	 Vos	 et	 al.,	 2015).	Wenn	 FNREc	 als	 [Fe-S]-

haltiger	Regulator	des	anaeroben	Stoffwechsels	keine	funktionelle	Rolle	in	den	Nicht-Proteobakterien	

einnehmen	 konnte,	 war	 die	 Konservierung	 der	 Cysteinreste	 nicht	 von	 Nöten,	 was	 wiederum	 das	

Vorhandensein	 der	 einzelnen	 Cysteinvarianten	 erklären	 kann.	 Homologe	 für	 FNRBs	 wurden	

ausschließlich	in	Firmicuten	identifiziert.	Weiterhin	konnten	bis	auf	zwei	Homologe	alle	innerhalb	der	

Bacilli	verzeichnet	werden.	Zwischen	den	beiden	FNR-Typen	kommt	es	bis	auf	sehr	wenige	Ausnahmen	

(Vgl.	 Kapitel	 5.6,	 Tabelle	 15)	 zu	 keinen	Überschneidungen,	was	 auf	 eine	 unabhängige	 Entwicklung	
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hindeutet.	 Die	 NreBSa-Homologen	 mit	 Cluster-Bindemotiv	 sind	 exklusiv	 in	 Staphylokokken	 und	

anderen	Bacilli-Gattungen	detektiert	worden.	Die	Existenz	von	Cysteinvarianten	dieser	Homologe	mit	

unbekannter	 Funktion	 außerhalb	 der	 Bacilli	 deutet	 auf	 lateralen	 Gentransfer	 mit	 anschließendem	

Cysteinverlust	hin.	In	Actinobakterien	ist	der	einzige	identifizierte	O2-	bzw.	Redoxsensor	WhiB3,	was	

dessen	 Alleinstellung	 und	 Spezialisierung	 unterstreicht.	 Die	 Exklusivität	 der	 O2-Sensoren	 in	 ihren	

spezifischen	Bakterienklassen	weist	auf	eine	mehrfach	unabhängige	Entwicklung	der	[4Fe-4S]-haltigen	

Sensoren	hin.	

5.6 Multiple	[Fe-S]-haltige	Sensoren	innerhalb	eines	Organismus	

Einige	Mikroorganismen	enthalten	neben	multiplen	Anzahlen	eines	Sensors	wie	in	dem	Rhizobium	Rp.	

palustris	 (4Cys-FNREc	 AadR	 und	 0Cys-FNREc	 FixK)	 (Vgl.	 Kapitel	 5.1.1	 Tabelle	 6)	 auch	 zwei	

unterschiedliche	Sensoren.	Die	meisten	Überschneidungen	existieren	zwischen	FNRBs	und	NreB,	die	

beide	innerhalb	der	Firmicutes	beziehungsweise	spezifischer	innerhalb	der	Bacilli	vorkommen	(Tabelle	

15).		

Tabelle	 15:	 Übersicht	 der	 Spezies	 mit	 multiplen	 [Fe-S]-haltigen	 Sensoren	 und	 der	 genetischen	 Organisation	 der	
Nitratatmungsgene.	Die	Bakterienphyla	sind	wie	folgt	abgekürzt:	Bacilli	B,	Negativicutes	Neg,	Clostridia	C,	Proteobakterien	γ	
oder	β.	*	markiert	NreB-/	FNRBs-Homologe,	die	aufgrund	 ihrer	genetischen	Organisation	wahrscheinlich	die	Nitratatmung	
regulieren.	

Spezies	 FNREc	 FNRBs	 NreB	 Genetische	Organisation	

S.	pseudintermedius	(B)	 -	 4Cys	 4Cys*	 nreABC	mit	nar-Gene	

Mc.	caseolyticus	 -	 4Cys	 4Cys*	 nreABC	mit	nar-Gene	

Bb.	brevis	 -	 4Cys	 4Cys	 Keine	nar-Gene	

P.	sp	(G.	sp)	 -	 4Cys	 4Cys*	 nreABC-Homologe	mit	nar-Gene	

P.	terrae	 -	 4Cys	(2x)	 4Cys*,	1Cys	 nreABC-Homologe	mit	nar-Gene	

P.	polymyxa	 -	 4Cys	(2x)	 4Cys*,	1Cys	 nreABC-Homologe	mit	nar-Gene	

P.	mucilaginosus	 -	 4Cys	(2x)	 1Cys	 Keine	nar-Gene	

P.	sp	JDR2	 -	 4Cys	 1Cys	 Keine	nar-Gene	

Se.	ruminantium	(Neg)	 -	 4Cys*		 0Cys	 fnr-Homolog	mit	nar-Gene	

D.	hafniense	Y51	(C)	 -	 0Cys	 0Cys	 nreABC-Homologe	mit	nar-Gene	

D.	hafniense	DCB2	 4Cys	 0Cys	 -	 nap-	statt	nar-Gene	

Ap.	oremlandii	 3Cys	 0Cys	 -	 Keine	nar-Gene	

Sh.	piezotolerans	(γ)	 4Cys	 -	 0Cys	 Keine	Co-Lokalisation	

Rh.	ferrireducens	(β)	 4Cys,	1Cys	 -	 0Cys	 Keine	Co-Lokalisation	

O.	terrae	 1Cys	 -	 0Cys,	1Cys	 Keine	nar-Gene	
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Zwischen	FNREc	 und	FNRBs	gibt	es	nur	 zwei	Überschneidungen,	allerdings	 fehlt	den	FNRBs-ähnlichen	

Proteinen	 jeweils	 das	 Cluster-Bindemotiv.	 Auch	 zwischen	 FNREc	 und	 NreB	 gibt	 es	 einige	

Überschneidungen,	wobei	auch	hier	kein	4Cys-NreB-Homolog	beteiligt	ist	(Tabelle	15).	

Während	alle	Spezies	der	Bacilli	und	Negativicutes	ein	FNRBs-Homolog	mit	vollständigem	Cys-Cluster	

besitzen,	ist	dies	für	NreB	in	einigen	Spezies	nicht	der	Fall.	Da	sowohl	FNRBs	als	auch	NreB	die	anaerobe	

Nitratatmung	regulieren,	ist	es	unwahrscheinlich,	dass	beide	Proteine	innerhalb	einer	Spezies	dieselbe	

Funktion	einnehmen.	In	B.	subtilis	und	S.	aureus	sind	die	Gene	der	Nitratatmung	jeweils	co-lokalisiert	

mit	dem	entsprechenden	Sensor	(Nakano	&	Hulett,	1997;	Fedtke	et	al.,	2002;	Schlag	et	al.,	2008).	Die	

NreB-Homologen	mit	vollständigem	Cys-Cluster	sind	mit	den	nar-Genen	co-lokalisiert,	was	für	NreB	als	

Regulator	der	Nitratatmung	in	diesen	Spezies	spricht	(Tabelle	15*).	FNRBs-Homologe	werden	in	diesen	

sowie	 in	 Spezies,	 die	 keine	 Nitratatmung	 betreiben	 und	 kein	 4Cys-NreB-Homolog	 besitzen	 (einige	

Paenibazillen),	 eine	 andere,	 bisher	 unbekannte	 regulatorische	 Rolle	 einnehmen.	 Sowohl	 FNRBs-	 als	

auch	1Cys-NreB-Varianten	haben	Cysteinreste	des	Bindemotivs	verloren	und	können	eine	andere	Rolle	

in	 der	 Redoxwahrnehmung	 ausüben,	 jedoch	 nicht	 mehr	 als	 direkte	 [4Fe-4S]-haltige	 O2-Sensoren	

fungieren.	 Die	 0Cys-Varianten	 unterscheiden	 sich	 im	 Sequenzvergleich	 klar	 von	 FNRBs	 bzw.	NreBSa.	

Deswegen	handelt	 es	 sich	wohlmöglich	 um	 falsch-positive	BLAST-Treffer.	 Allerdings	 könnte	 es	 sich	

auch	 um	 ältere	 Proteine	 oder	 Vorfahren	 handeln,	 die	 aufgrund	 der	 anaeroben	 Lebensweise	 der	

Mikroorganismen	kein	[Fe-S]-Cluster	evolviert	haben.		

Im	Hinblick	 auf	 die	 Fragestellung	 ob	 FNR	 aus	E.	 coli	 und	B.	 subtilis	 einen	 gemeinsamen	Vorfahren	

besitzen	oder	ob	ein	FNR-Typ	sich	aus	dem	anderen	entwickelt	hat,	sind	Spezies,	die	sowohl	ein	FNREc-	

als	auch	ein	FNRBs-ähnliches	Protein	enthalten,	besonders	interessant.	Spezies	mit	Homologen	beider	

FNR-Typen	sowie	zu	FNRBs	homologe	Proteine	mit	einem	N-terminalen	Cysteincluster	sind	in	Tabelle	

16	dargestellt.	

Tabelle	16:	Spezies	mit	E.	coli-	und	B.	subtilis-Typ	FNR	und	Hybrid-FNR-Proteine.	Angegeben	sind	die	Eigenschaften	des	
Cysteinmotivs	der	entsprechenden	FNR-Homologe.	

Spezies	 FNREc	 FNRBs	

D.	hafniense	 4Cys:	C-x-C-x6-C-x97-C	 Kein	D-Cys-Motiv,	aber	S103	(entspricht	FNREc	C122)	

Ap.	oremlandii	 3Cys:	C-x2-C-x97-C	 Kein	D-Cys-Motiv,	aber	C105	(entspricht	FNREc	C122)	

C.	perfringens	str.	13	 -	 Kein	D-Cys-Motiv,	aber	C5-x4-C-x3-C-x98-C113,	
C113	(entspricht	FNREc	C122)	

N.	koreensis	 -	 D143	vorhanden,	keine	Cys,	aber	C6-x4-C-x2-C-x2-C-x87-C105,	
C105	(entspricht	FNREc	C122)			

	

Den	 FNRBs-Varianten	 aus	D.	 hafniense	 und	 Alkaliphilus	 oremlandii	 fehlt	 das	 vollständige	 Aspartat-

Cystein-Bindemotiv,	 jedoch	 besitzt	 das	 FNRBs-Homolog	 aus	 Ap.	 oremlandii	 in	 der	 Crp-ähnlichen	
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Nukleotid-Bindedomäne	 einen	 Cysteinrest,	 der	 mit	 dem	 vierten	 Cysteinliganden	 den	 FNREc	

korrespondiert.	In	D.	hafniense	ist	dieser	Rest	durch	Serin	substituiert.	Das	FNRBs-ähnliche	Protein	aus	

C.	perfringens	weist	weder	den	Aspartatrest	noch	die	C-terminalen	Cysteinreste	auf,	jedoch	existieren	

drei	N-terminale	sowie	ein	zentraler	Cysteinrest	mit	einem	von	FNREc	abweichenden	Spacing.	 In	N.	

koreensis	ist	der	Aspartatrest	des	FNRBs-ähnlichen	Proteins	zwar	existent,	jedoch	gibt	es	auch	hier	eine	

N-terminale	Cysteindomäne	sowie	einen	zentralen	Cluster-bindenden	Rest,	welche	eher	FNREc	ähneln.	

Das	Protein	aus	N.	koreensis	stellt	so	eine	Art	FNR-Hybrid	dar,	wobei	die	Entstehung	und	Entwicklung	

sowie	die	Funktion	dieses	Proteins	unbekannt	sind.		

5.7 Ist	CRP	der	Vorfahre	der	[Fe-S]-haltigen	FNR-Sensoren?	

CRP	 aus	 E.	 coli	 repräsentiert	 das	 Paradebeispiel	 eines	 regulatorischen	 Transkriptionsfaktors.	 Die	

Anwesenheitsmatrix	in	Abb.	10	zeigt	deutlich,	dass	CRP	im	Gegensatz	zu	den	[Fe-S]-haltigen	Sensoren	

nicht	auf	eine	Bakterienklasse	spezialisiert	ist,	sondern	in	sehr	vielen	verschiedenen	Bakteriengruppen	

existiert,	was	auf	eine	allgemeinere	Funktion	hindeutet.	Als	globaler	Regulator	kontrolliert	CRP	eine	

Vielzahl	 an	unterschiedlichen	 zellulären	Prozessen	wie	den	Zucker-	oder	Aminosäurenstoffwechsel,	

verschiedene	Transportprozesse,	die	Proteinfaltung	sowie	die	Toxinproduktion.	Die	CRP-Aktivität	wird	

durch	 cAMP	 (cyclisches	 Adenosinmonophosphat)	 reguliert.	 In	 aktiver,	 cAMP-gebundender	 Form	

bindet	CRP	an	spezifische,	konservierte	Promotorbindesequenzen	der	Zielgene	und	moduliert	diese	

(Busby	&	Kolb,	1996;	Busby	&	Ebright,	1999;	Korner	et	al.,	2003).	CRP	besteht	strukturell	aus	einer	

großen	 Nukelotid-Bindedomäne,	 die	 auch	 die	 Dimerisierungshelix	 einschließt,	 sowie	 einer	 C-

terminalen	 HTH-DNA-Bindedomäne.	 Sehr	 ähnliche	 Domänen	 existieren	 ebenso	 in	 FNR,	 sodass	 das	

Vorhandensein	 dieser	 Domänen	 als	 Grundlage	 für	 die	 Einteilung	 in	 die	 FNR-CRP-Familie	 der	

Transkriptionsfaktoren	gilt	(Shaw	et	al.,	1983;	Korner	et	al.,	2003;	Sharma	et	al.,	2009;	Volbeda	et	al.,	

2015).	Neben	den	strukturellen	Ähnlichkeiten	der	Domänen	zwischen	FNR	und	CRP,	ähneln	sich	auch	

die	DNA-Bindemotive	der	Zielgene	(Vgl.	Kapitel	2.4,	Abb.	7).	Während	die	FNRBs-Bindestellen	identisch	

mit	den	CRPEc-Bindestellen	sind,	weicht	die	FNREc-Bindestelle	davon	ab	(Cruz	Ramos	et	al.,	1995;	Green	

et	al.,	1996).	

Zusätzlich	zu	den	beiden	[Fe-S]-haltigen	FNR-Proteinen	aus	E.	coli	und	B.	subtilis	gibt	es	noch	weitere	

Regulatoren	der	Familie	mit	einem	[4Fe-4S]-Cluster.	Das	Yeil-Protein	aus	E.	coli	beispielsweise	ist	der	

Regulator	des	N-Mangels	in	der	stationären	Phase	und	weist	das	Cluster-Bindemotiv	C(68)-x22-C-x-C-

x22-C	auf	(Anjum	et	al.,	2000),	welches	sich	deutlich	sowohl	von	FNREc	als	auch	von	FNRBs	unterscheidet.	

Drei	 Transkriptionsfaktoren	 derselben	 Regulatorfamilie	 mit	 drei	 unterschiedlichen	 [Fe-S]-Cluster-

Bindemotiven	deuten	auf	eine	mehrfach	unabhängige	Akquisition	der	[4Fe-4S]-Cluster	hin.		

Zur	Überprüfung	 ob	 FNR	 aus	 CRP	 durch	Anlagerung	 eines	 [Fe-S]-Clusters	 entstanden	 ist,	 sollte	 ein	

gemeinsamer	 phylogenetischer	 Stammbaum	 erstellt	 werden.	 Aufgrund	 der	 niedrigen	 globalen	
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Sequenzidentität	von	17,9	%	zwischen	CRP	und	FNREc	wurden	dabei	ein	großer	Stammbaum	bestehend	

aus	 zwei	 separaten	 Stammbäumen	 von	 CRP	 und	 FNREc.	 Von	 717	 CRP-Homologen	 und	 664	 FNREc-

Homologen	 gab	 es	 lediglich	 398	 Überlappungen.	 Diese	 befinden	 sich	 hauptsächlich	 in	 den	

Proteobakterien	(Abb.	10).	Die	fehlende	globale	Sequenzähnlichkeit	der	Proteine	wird	auch	durch	die	

Gruppierung	in	verschiedene	Bakterienklassen	in	der	Matrix	verdeutlicht.	Mit	Hilfe	der	angewendeten	

Methoden	lassen	sich	deshalb	keine	Aussagen	über	die	gegenseitige	Abhängigkeit	von	FNR	und	CRP	

treffen.	 Während	 CRP	 ein	 globaler,	 cAMP-abhängiger	 Regulator	 ist,	 reagiert	 FNR	 spezifisch	 in	

Proteobakterien	 (oder	 Bacilli)	 sensitiv	 gegenüber	 O2	 und	 erfüllen	 damit	 vollkommen	 verschiedene	

Funktionen.	

Es	 ist	 allerdings	 durchaus	 möglich,	 dass	 O2-insensitives	 CRP	 evolutionär	 älter	 ist,	 bereits	 vor	 der	

Akkumulation	des	O2	in	der	Atmosphäre	existiert	hat	und	als	strukturelle	Basis	für	die	[Fe-S]-haltigen	

O2-Sensoren	 FNR	 sowie	 für	 andere	 nicht	 O2-sensitive	 Transkriptionsfaktoren	 wie	 DNR	 aus	

Pseudomonas	(Zumft,	2002;	Korner	et	al.,	2003)	oder	ArcR	aus	B.	licheniformis	(Maghnouj	et	al.,	2000;	

Korner	et	al.,	2003)	dient.	

5.8 Chemie	der	[Fe-S]-Cluster	

[Fe-S]-Cluster	gelten	als	die	ältesten	Co-Faktoren	in	Proteinen.	Die	[Fe-S]-haltigen	Proteine	kommen	in	

allen	 Bereichen	 des	 Lebens	 mit	 den	 unterschiedlichsten	 Funktionen	 vor	 (Beinert	 et	 al.,	 1997;	

Fontecave,	 2006;	Crack	&	 Le	Brun,	 2017).	Neben	den	 spezifischen	Studien	der	proteingebundenen	

Cluster	 werden	 die	 dahinterstehende	 Chemie	 und	 die	 Reaktionen	 der	 [Fe-S]-Cluster	 auch	 in	

biomimetischen	Systemen	studiert.	Clusteranaloge	können	in	protischen	und	aprotischen	Systemen	

hergestellt	 werden.	 Dabei	 werden	 die	 synthetischen	 [Fe-S]-Cluster	 über	 diverse	 Liganden,	 oftmals	

verschiedene	Thiolliganden	oder	auch	Maquettes	(kurze	Cysteinpeptide)	koordiniert	 (Venkateswara	

Rao	&	Holm,	2004;	Meyer,	2008;	Mulholland	et	al.,	1999;	Hoppe	et	al.,	2011).	Die	Basiseinheit	der	[Fe-

S]-Cluster	bildet	das	rautenförmige	[2Fe-2S]	aus	denen	alle	Arten	der	[Fe-S]-Cluster	generiert	werden	

können.	 Bei	 der	 Herstellung	 des	 kubischen	 [4Fe-4S]2+-Clusters	 handelt	 es	 sich	 um	 die	 einfachste	

Synthese,	da	es	das	stabilste	Cluster	unter	anaeroben	Bedingungen	ist	und	eine	thermodynamische	

Senke	 darstellt.	 Das	 ebenfalls	 stabile,	 planare	 [2Fe-2S]2+-Cluster	 hingegen	 ist	 schwerer	 zu	

synthetisieren,	da	es	die	Tendenz	zur	spontanen	Dimerisierung	zu	einem	kubischen	[4Fe-4S]2+-Cluster	

besitzt.	Es	kann	jedoch	durch	synthetische	Oxidation	aus	einem	[4Fe-4S]2+-Cluster	generiert	werden	

(Venkateswara	Rao	&	Holm,	2004;	Meyer,	2008;	Hoppe	et	al.,	2011;	Holm	&	Lo,	2016).		

Die	proteingebundenen	[2Fe-2S]2+-	sowie	[4Fe-4S]2+-Cluster	und	deren	Clusterumwandlungen	sind	in	

vielen	 biologischen	 Prozessen	 wie	 der	 O2-Wahrnehmung	 von	 Bedeutung.	 In	 Pyrococcus	 furiosus	

Ferredoxin,	der	Aconitase	sowie	der	Fumaratreduktase	aus	E.	coli	wird	das	[4Fe-4S]2+-Clusters	durch	

Verlust	eines	Eisenatoms	zu	einem	[3Fe-4S]1+-Cluster	konvertiert	(Lovgreen	et	al.,	2011;	Brown	et	al.,	
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2002;	 Manodori	 et	 al.,	 1992),	 was	 demnach	 ein	 plausibles	 Intermediat	 in	 der	 O2-getriebenen	

Degradation	eines	[4Fe-4S]2+-	zu	einem	[2Fe-2S]2+-Clusters	darstellt	(Holm	&	Lo,	2016;	Crack	&	Le	Brun,	

2017).	 Radikale	 SAM-Enzyme	 wie	 die	 Biotin-	 und	 Lipoatsynthase,	 die	 anaerobe	

Ribonukleotidreduktase	 sowie	das	aktivierende	Enzym	der	Pyruvat-Formiat-Lyase	koordinieren	 ihre	

[4Fe-4S]-Cluster	über	drei	Cysteinreste	und	Methionin.	Das	Cluster	dient	als	Elektronendonor	in	der	

radikalen	Enzymkatalyse	und	untergeht	zusätzlich	einer	reversiblen	O2-Inaktivierung	zu	einem	[2Fe-

2S]2+-Cluster	(Duin	et	al.,	1997;	Mulliez	et	al.,	1999;	Ollagnier-de	Choudens	&	Fontecave,	1999;	Ugulava	

et	al.,	2000;	Ollagnier-De	Choudens	et	al.,	2000;	Buis	&	Broderick,	2005;	Broderick	et	al.,	2014).	Neben	

den	 radikalen	 SAM-Enzymen	 und	 den	 hier	 untersuchten	 O2-Sensoren	 untergehen	 auch	 einige	

Nitrogenasen	und	das	 IscA-Protein	 (Iron-sulfur	 cluster	 assembly)	 Clusterumwandlungen	 von	 einem	

[4Fe-4S]2+-	zu	einem	[2Fe-2S]2+-Cluster	(Fu	et	al.,	1991;	Mapolelo	et	al.,	2012).		

Die	synthetischen	[4Fe-4S]-Clusteranalogen	sind	ebenfalls	stark	O2-sensitiv	und	degradieren	ebenso	

wie	die	genannten	Beispiele	in	Anwesenheit	von	O2	(Holm	&	Lo,	2016).	In	Proteinen	sind	die	[Fe-S]-

Cluster	 in	 die	 Tertiärstruktur	 der	 Proteine	 eingebettet,	 welche	 die	 Reaktivität	 und	 Sensitivität	 der	

Cluster	 bestimmt.	 Sie	 können	 je	 nach	 Primär-,	 Sekundär-	 und	 Tertiärstruktur	 mehr	 oder	 weniger	

zugänglich	 sein,	 sodass	 unterschiedliche	 O2-Konzentrationen	 für	 die	 Oxidation	 und	 damit	

einhergehende	Clusterdegradation	nötig	sind.	In	Proteinen,	die	im	Elektronentransfer	beteiligt	sind,	

befinden	 sich	 die	 [Fe-S]-Cluster	 oftmals	 vollständig	 im	 Protein	 vergraben,	 wohingegen	 die	 [Fe-S]-

Cluster	 der	 O2-Sensoren	 zugänglicher	 sind,	 um	 eine	 optimale	 Anpassung	 an	 die	 gegebenen	

Bedingungen	zu	gewährleisten	(Jervis	et	al.,	2009;	Holm	&	Lo,	2016;	Crack	&	Le	Brun,	2017).		

Die	 Vielzahl	 der	 synthetischen	 Clusteranaloge	 sowie	 der	 natürlich	 vorkommenden	 [Fe-S]-haltigen	

Proteine	 verdeutlicht	 die	 Entstehung	 von	 [4Fe-4S]2+-	 und	 [2Fe-2S]2+-Clustern	 unter	 den	

unterschiedlichsten	 Bedingungen	 mit	 verschiedensten	 Clusterliganden.	 Diese	 Cluster	 existieren	 in	

Proteinen	 mit	 unterschiedlichster	 Funktion,	 was	 auf	 eine,	 von	 der	 Clusterchemie	 getriebenen,	

unabhängigen	 Akquisition	 der	 [Fe-S]-Cluster	 hindeutet.	 Sowohl	 die	 Clusterchemie	 als	 auch	 die	

Proteinstruktur	 führte	 zur	 Nutzung	 von	 [4Fe-4S]2+-Clustern	 in	 der	 O2-Wahrnehmung	 und	 der	

Umwandlung	bzw.	Degradation	zu	einem	[2Fe-2S]2+-Cluster.	Die	Konformationsänderung,	die	durch	

den	 Umbau	 des	 kubischen	 zu	 einem	 planaren	 Cluster	 entsteht,	 wird	 in	 FNR,	 NreB	 und	WhiB	 für	

unterschiedliche	 Antworten	 (Monomerisierung,	 DNA-Bindung,	 Kinaseinaktivierung)	 genutzt	

(Lazazzera	et	al.,	1996;	Khoroshilova	et	al.,	1997;	Volbeda	et	al.,	2015;	Reents	et	al.,	2006a;	Gruner	et	

al.,	2011;	Mullner	et	al.,	2008;	Nilkens	et	al.,	2014;	Singh	et	al.,	2009).		

Im	Allgemeinen	bildet	das	[Fe-S]-Cluster	die	Sensoreinheit	in	Redoxregulatoren,	jedoch	bestimmen	die	

Umwelt	 des	 Clusters	 (Proteinstruktur)	 sowie	 die	 Clusterchemie	 (Degradation	 durch	Oxidation)	 den	

Mechanismus	 (Konformationsänderung,	 DNA-Bindung)	 (Crack	 &	 Le	 Brun,	 2017).	 Die	 Studien	 zur	
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Chemie	der	[Fe-S]-Cluster	bestätigen	das	[4Fe-4S]2+-Cluster	als	wichtigste	Einheit	für	O2-Sensoren,	die	

unabhängig	voneinander	in	unterschiedlichen	Proteinen	und	Organismen	entstanden	sind.	

5.9 Schlussfolgerung	zur	Phylogenie	der	[Fe-S]-haltigen	O2-Sensoren	

Ziel	dieser	Arbeit	war	die	Untersuchung	der	Frage,	ob	die	[4Fe-4S]-haltigen	Sensoren	FNR	aus	E.	coli	

sowie	B.	subtilis,	NreB	aus	S.	aureus	und	WhiB3	aus	M.	tuberculosis	mehrfach	unabhängig	voneinander	

entstanden	sind	oder	ob	sie	einen	gemeinsamen	Vorfahren	besitzen.	Bei	diesen	Sensoren	handelt	es	

sich	um	nicht-verwandte	Proteine	mit	unterschiedlicher	Funktion	und	Wirkungsweise,	die	jedoch	alle	

eine	 ähnliche	 Reaktion	 des	 [Fe-S]-Clusters	 mit	 O2	 zeigen.	 Mit	 Hilfe	 der	 bioinformatischen	 Studien	

konnte	die	phylogenetische	Verteilung	der	Sensoren	innerhalb	der	verschiedenen	Bakterienklassen,	

sowie	etwaige	Überschneidungen	analysiert	werden.		

FNR	aus	E.	coli	 ist	weit	verbreitet	 in	den	α-,	β-	und	γ-Proteobakterien,	wurde	jedoch	ebenfalls	über	

lateralen	 Gentransfer	 an	 Nicht-Proteobakterien	 weitergegeben.	 Einige	 Proteobakterien	 sowie	 die	

Nicht-Proteobakterien	 weisen	 weniger	 als	 die	 vier	 für	 die	 Cluster-Koordination	 essentiellen	

Cysteinreste	auf,	was	sich	durch	Verlust	der	Reste	und	andere	regulatorischen	Funktionen	erklären	

lässt.	FNR	aus	B.	subtilis	hingegen	ist	 limitiert	auf	das	Vorkommen	in	Firmicutes	bzw.	spezifischer	in	

Bacilli.	 Abgesehen	 von	 den	 0Cys-Varianten,	 die	 nicht	 als	 O2-Sensor	 agieren	 können,	 wurden	 nur	

Homologe	 detektiert	 mit	 dem	 vollständigen	 Cluster-Bindemotiv,	 was	 die	 Spezialisierung	 und	

Wichtigkeit	von	FNR	in	Bacilli	zeigt.	FNREc	und	FNRBs	sind	beide	sehr	verschiedenen,	dennoch	zeigen	

sie	 beide	 große	 Ähnlichkeit	 zu	 CRP	 (Domänenaufbau	 und	 DNA-Bindesequenzen).	 Es	 gibt	 einige	

Hinweise,	dass	CRP	der	Vorfahre	der	beiden	verschiedenen	FNR-Typen	ist,	welche	unabhängig	in	den	

gramnegativen	Proteobakterien	sowie	den	grampositiven	Bacilli	entstanden	sind.	NreB	aus	S.	aureus	

existiert	hauptsächlich	in	Staphylokokken,	aber	auch	in	anderen	Bacilli-Spezies	sowie	in	Nicht-Bacilli.	

In	Staphylokokken	existiert	kein	FNR,	sodass	NreB	zusammen	mit	NreC	und	NreA	die	funktionelle	Rolle	

als	Regulator	der	anaeroben	Nitratatmung	übernommen	hat.	NreB	wurde	über	lateralen	Gentransfer	

allerdings	auch	an	andere	Bacilli-Arten	weitergegeben,	welche	das	NreABC-System	etabliert	haben.	In	

Nicht-Bacilli-Spezies	haben	die	NreB-Homologe	einige	Cluster-koordinierenden	Cysteinreste	verloren,	

was	 auf	 die	 Etablierung	 einer	 anderen	 Funktion	 hindeutet.	 WhiB3	 aus	 M.	 tuberculosis	 wurde	

ausschließlich	in	verschiedenen	Actinobakterien	identifiziert.	Die	Abwesenheit	weiterer	[Fe-S]-haltigen	

Sensoren	 unterstreicht	 ebenfalls	 die	 Spezialisierung	 und	Wichtigkeit	 der	WhiB-ähnlichen	 Proteine.	

Außer	 einigen	 Varianten	 mit	 verkürzter	 Sequenz	 (3Cys)	 enthalten	 alle	 Homologen	 das	 Cluster-

Bindemotiv.	 WhiB3	 ist	 demnach	 essentiell	 für	 Actinobakterien.	 WhiB3	 ist	 vermutlich	 nach	 der	

Akkumulation	 von	 O2	 auf	 der	 Erde	 entstanden,	 da	 nur	 in	 aeroben	 Mikroorganismen	 Homologe	

detektiert	werden	konnten.	
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Die	 vorliegenden	 Ergebnisse	 und	 Analysen	 sowie	 die	 Studien	 mit	 synthetischen	 [Fe-S]-Analogen	

deuten	 auf	 eine	 mehrfach	 unabhängige	 Entwicklung	 der	 [4Fe-4S]-haltigen	 O2-Sensoren	 hin.	 Die	

chemischen	 Eigenschaften	 sowie	 die	 Reaktivität	 der	 [Fe-S]-Cluster	 führte	 in	 der	 Natur	 zur	

unabhängigen	 Etablierung	 der	 reversiblen	 [4Fe-4S]/[2Fe-2S]-Umwandlung	 in	 der	O2-Wahrnehmung	

ungeachtet	 vom	 Protein.	 Die	 Proteinstruktur	 bestimmt	 jedoch	 die	 Sensitivität	 des	 jeweiligen	 O2-

Sensors	und	die	Art	und	Weise,	wie	der	Reiz	an	die	Zelle	weitergegeben	wird.	

5.10 Interaktion	zwischen	dem	O2-Sensor	NreB	und	dem	Nitratsensor	NreA		

Das	 NreABC-System	 reguliert	 in	 S.	 carnosus	 mit	 Hilfe	 der	 Co-Sensoren	 NreA	 (Nitrat)	 und	 NreB	

(Sauerstoff)	die	Expression	der	Nitratatmungsgene	(Kamps	et	al.,	2004;	Schlag	et	al.,	2008;	Mullner	et	

al.,	2008;	Nilkens	et	al.,	2014;	Niemann	et	al.,	2014).	Um	die	systeminternen	Regulationsmechanismen	

aufzuklären,	 ist	 die	 Identifizierung	 funktionell	wichtiger	 Interaktionsstellen	 zwischen	den	 einzelnen	

Proteinen	essentiell.	Auf	der	Oberfläche	von	NreA	befinden	sich	 zwei	konservierte	Bereiche	 (Koch-

Singenstreu,	 2013),	 die	 ein	 Indiz	 für	 potentielle	 Interaktionsflächen	 darstellen.	 Durch	 gerichtete	

Mutagenese	 wurden	 die	 konservierten	 AS-Reste	 substituiert	 und	 mit	 Hilfe	 verschiedener	

Interaktionsstudien	 sowie	 Funktionsstudien	 analysiert.	 Dies	 diente	 der	 Identifizierung	 der	

Interaktionsstellen	zwischen	NreA	und	NreB	sowie	zwischen	zwei	NreA-Monomeren.	

5.11 Interaktionsmodell	von	NreA	und	NreB	basierend	auf	den	BACTH-Studien	

Das	Arbeitsmodell	des	NreABC-Systems	aus	Abb.	8	geht	von	einer	Interaktion	zwischen	dimerem	NreA	

und	dimerem	NreB	unter	anaeroben	Bedingungen	in	Abwesenheit	von	Nitrat	aus	(Nilkens	et	al.,	2014).	

Diese	 Interaktion	 führt	 zum	 inhibitorischen	 Effekt	 von	 NreA	 auf	 die	 NreB-Autophosphorylierungs-

aktivität.	 In	 Anwesenheit	 von	 Nitrat	 wird	 dieses	 von	 NreA	 gebunden	 und	 sowohl	 die	 Interaktion	

zwischen	den	NreA-Monomeren,	als	auch	die	NreA/NreB-Heterodimerisierung	verändern	sich,	sodass	

NreB	maximal	phosphoryliert	werden	kann.	

Die	BACTH-Studien	zur	Homo-	und	Heterodimerisierung	von	NreA	und	NreB,	die	in	Abwesenheit	von	

NreC	 durchgeführt	 wurden,	 unterstützen	 die	 Annahme,	 dass	 Cluster	 I	 („Nitratbindetasche“)	

verantwortlich	 für	 die	 NreA-Dimerisierung	 ist,	 während	 Cluster	 II	 („N-Terminus“)	 auf	 der	

gegenüberliegenden	Seite	von	NreA	wichtig	für	die	Interaktion	zwischen	NreA	und	NreB	ist.	Die	durch	

Alanin	substituierten	AS-Reste	des	Cluster	I	(I43,	G64,	G66,	G69	und	G75)	zeigten	einen	vollständigen	

Verlust	der	NreA-Dimerisierung.	Im	Gegensatz	dazu	entsprach	die	Interaktion	dieser	NreA-Varianten	

mit	 NreB	 der	 des	 Wildtyps.	 Die	 Ergebnisse	 untermauern	 die	 Wichtigkeit	 dieses	 Bereichs	 für	 die	

NreA/NreA-Homodimerisierung.	Drei	NreA-Varianten	aus	Cluster	 II	 (R21A,	D27A	und	N51D)	wiesen	

eine	stark	reduzierte	NreA/NreB-Interaktion	aus,	welche	auch	durch	Doppel-	und	Dreifachvarianten	
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bestätigt	wurde	(Barth,	2014).	Im	Bereich	des	Cluster	II	wurden	keine	Varianten	identifiziert,	die	einen	

Effekt	auf	die	NreA/NreA-Interaktion	hatten.	

Basierend	 auf	 diesen	 BACTH-Ergebnissen	 wurde	 das	 Interaktionsmodell	 in	 Abb.	 33	moduliert.	 Die	

beiden	NreA-Monomere	sind	um	180°	zueinander	gedreht	und	dimerisieren	im	Bereich	des	Cluster	I	

um	die	Nitratbindetasche.	Dort	befindet	sich	die	Helix	α3,	welche	zusammen	mit	α6	den	Liganden	über	

die	Ausbildung	partieller	Dipole	in	der	Bindetasche	hält	(Niemann	et	al.,	2014).	Im	Allgemeinen	sind	

Helices	an	Dimerisierungsflächen	von	Proteinen	beteiligt.	So	erfolgt	die	Dimerisierung	von	CRP	und	

FNR	aus	E.	coli	über	eine	lange	Dimerisierungshelix	in	der	Nukleotid-Bindedomäne	(Shaw	et	al.,	1983;	

Sharma	 et	 al.,	 2009;	 Volbeda	 et	 al.,	 2015).	 In	 FNREc	 führt	 die	 [Fe-S]-Clusterdegradation	 nach	 O2-

Exposition	 zu	 strukturellen	 Änderungen,	 welche	 die	 Dimerisierungshelix	 einschließen	 und	 in	 der	

Monomerisierung	 resultieren	 (Volbeda	 et	 al.,	 2015).	 Während	 die	 ligandfreie	 Form	 von	 NreA	

unbekannt	ist,	konnte	die	ligandgebundene	Form	von	NreA	bereits	kristallisiert	werden	(Niemann	et	

al.,	 2014).	 Strukturelle	 Änderungen	 durch	 Bindung	 von	 Nitrat	 innerhalb	 des	 Cluster	 I	 können	 sich	

möglicherweise	 auf	 das	 gesamte	 NreA-Protein	 auswirken,	 sodass	 auch	 Cluster	 II	 auf	 der	

gegenüberliegenden	 Seite	 Konformationsänderungen	 erfährt,	 die	 wiederum	 in	 einer	 veränderten	

NreA/NreB-Interaktion	resultieren.	Da	die	Kristallstruktur	von	NreB	allerdings	ebenso	unbekannt	ist,	

wie	die	nitratfreie	NreA-Form,	sind	keine	potentiellen	Interaktionsflächen	auf	NreB-Seite	bekannt.		

5.11.1 Einfluss	von	NreC	auf	die	BACTH-Interaktion	zwischen	NreA	und	NreB	

Die	Methodik	des	BACTH-Systems	erlaubt	es,	die	Interaktion	zwischen	zwei	Proteinen	mit	mehreren	

Fusionskombinationen	zu	testen.	Für	einige	NreA-Varianten	führte	dies	zu	Daten,	die	unterschiedliche	

Vorhersagen	zur	Interaktion	mit	NreB	machten	(Abb.	34).	Des	Weiteren	zeigten	die	Fusionen	deutliche	

Unterschiede	 in	 einzelnen	 Experimenten,	was	 zu	 sehr	 hohen	 Standardabweichungen	 führte.	 Diese	

Schwankungen	können	Hinweise	sein,	dass	diese	Untersuchungen	wegen	der	Durchführung	in	E.	coli	

oder	wegen	des	Fehlens	von	NreC	zumindest	teilweise	artifiziell	sind.	Für	S.	carnosus	sind	Two-Hybrid-

Systeme	zur	Messung	von	Proteininteraktionen	in	vivo	noch	nicht	verfügbar.		

Das	Vorliegen	von	NreC	in	den	optimierten	Interaktionsstudien	zwischen	NreA	und	NreB	hatte	einen	

positiven	Effekt	zur	Folge,	welcher	sich	durch	besser	reproduzierbare	Ergebnisse	zeigte.	Auch	wenn	

nicht	alle	vier	getesteten	Fusionskombinationen	einer	NreA-Variante	mit	NreB	die	gleichen	Ergebnisse	

brachten,	so	führte	die	Komplettierung	mit	NreC	in	den	BACTH-Heterodimerisierungsstudien	zu	einer	

deutlichen	Verbesserung	der	Daten	(Klein,	2018).		

Genauere	Untersuchungen	ergaben	ebenso,	 dass	 die	 Interaktion	 von	NreA	mit	NreB	 auch	 von	der	

Wuchsphase	und	anderen	Parametern	abhängt,	deren	Bedeutung	und	Hintergrund	aber	nicht	genauer	

geklärt	werden	konnte	(Klein,	2018).		
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Das	BACTH-System	ist	für	die	exponentielle	Wachstumsphase	von	E.	coli	ausgelegt	(Karimova	et	al.,	

1998),	sodass	die	Ergebnisse	dieser	Phase	zu	präferieren	sind.	Dies	würde	bedeuten,	dass	ohne	NreC	

keine	Interaktion	von	NreA	und	NreB	möglich	ist,	sondern	erst	durch	den	stabilisierenden	Effekt	von	

NreC	zustande	kommt.	Die	fehlende	Interaktion	zwischen	NreA	und	NreB	in	Anwesenheit	von	Nitrat	

in	diesen	Studien	spricht	für	ein	vollständiges	Ablösen	des	Nitratsensors	von	NreB	und	nicht	wie	im	

Arbeitsmodell	angenommen	eine	reduzierte	bzw.	veränderte	Interaktion.		

5.11.2 Widersprüchliche	NreA*/NreB-BACTH-Interaktion	in	Abhängigkeit	von	NreC	

Die	Ergebnisse	der	NreA/NreB-Heterodimerisierung	führen	in	Anwesenheit	von	NreC	zu	einem	Modell,	

das	sich	von	dem	aus	den	Messungen	ohne	NreC	(Abb.	35	und	Abb.	33)	deutlich	unterscheidet.	Das	

experimentelle	Interaktionsmodell,	dass	in	Abwesenheit	von	NreC	in	E.	coli	bestimmt	wurde,	geht	von	

einer	NreA-Dimerisierungsstelle	im	Bereich	von	Cluster	I	aus.	Bei	Co-Expression	von	NreC	wurden	in	

dem	 gleichen	 Bereich	 NreA-Varianten	 identifiziert,	 die	 einen	 starken	 Interaktionsverlust	 mit	 NreB	

zeigten.	 In	 den	 NreA-Homodimerisierungsstudien	 ohne	 NreC	 waren	 vier	 der	 fünf	 Varianten	 mit	

reduzierter	Dimerisierung	Glycinreste.	Glycinreste	dienen	in	Proteinstrukturen	aufgrund	ihrer	geringen	

Größe	 und	 fehlenden	 Seitenketten	 häufig	 zur	 Stabilisation	 in	 der	 Struktur	 oder	 Interaktion	 von	

Sekundärstrukturen.	 Die	 reduzierte	 Interaktion	 der	 NreA-Monomere	 könnte	 demnach	 auf	 eine	

Instabilität	der	NreA-Varianten	zurückgeführt	werden.	Hinweise	auf	strukturelle	Änderungen	in	den	

Varianten	ergaben	sich	auch	in	den	Gelfiltrationsanalysen.	Die	Anwesenheit	von	NreC	könnte	einen	

stabilisierenden	 Effekt	 sowohl	 auf	 NreA	 als	 auch	 auf	 NreB	 und	 deren	 Interaktion	 ausüben,	 da	 die	

Komplettierung	 des	 NreABC-Systems	 den	 physiologischen	 Bedingungen	 näherkommt.	 Um	 die	

systeminternen	 Interaktionen	 sowie	 deren	 Einfluss	 verifizieren	 zu	 können,	 muss	 das	 potentielle	

Interaktionsmodell	mit	unabhängigen	Methoden	entweder	bestätigt	oder	wiederlegt	werden.		

5.12 Zusammenhang	zwischen	Funktion	und	Interaktion	von	NreA-Varianten	

Für	das	Verständnis	des	Einflusses	von	NreA	auf	die	Autophosphorylierungsaktivität	von	NreB	ist	die	

Identifizierung	der	Interaktionsstellen	wichtig.	Es	wird	angenommen,	dass	eine	Interaktion	zwischen	

NreA	und	NreB	die	Phosphorylierung	des	ZKS	in	Abhängigkeit	von	Nitrat	steuert	(Abb.	8;	Nilkens	et	al.	

(2014);	 Niemann	 et	 al.	 (2014);	 Nitrateffekt	 Vgl.	 Tabelle	 17).	 Sind	 nun	 NreA-Varianten	 in	 ihrer	

Interaktion	 mit	 NreB	 geschwächt,	 sollte	 dies	 in	 einer	 nitratunabhängigen	 Stimulation	 von	 NreB	

resultieren,	da	kein	inhibitorischer	NreA-Effekt	vorliegt.	Im	Gegensatz	dazu	führen	NreA-Varianten,	die	

eine	permanente	Interaktion	mit	NreB	aufweisen,	zu	einer	permanenten	Repression	der	Zielgene	(OFF-

Phänotyp).	



Diskussion	
	

	 96	

Tabelle	17:	Zusammenhang	zwischen	Interaktions-	und	Funktionsstudien	und	dem	resultierenden	Phänotyp	basierend	auf	
dem	NreABC-Arbeitsmodell.	+	 bedeutet	 vorhandene	 Interaktion	 oder	 Expression	 der	 Zielgene,	während	 -	 für	 eine	 nicht	
vorhandene	Interaktion	oder	Zielgenexpression	steht.	++	definiert	die	Stimulation	der	Zielgenexpression.	

BACTH-Interaktionsstudien	 Funktionsstudien	 	

NreA/NreB	 NreA/NreB	+	NO3
--	 narG-lip	 narG-lip	+	NO3

-	 Regulations-Phänotyp		

+	 -	 +	 ++	 WT	(Nitrateffekt)	

-	 -	 ++	 ++	 ON	(keine	NO3
--Stimulation,	“nitratblind”)	

+	 +	 -	 -	 OFF	(keine	Genexpression)	

	

Der	Vergleich	zwischen	den	 in	Tabelle	17	dargestellten	Zusammenhängen	des	NreABC-Systems	mit	

den	 Ergebnissen	 der	 BACTH-	 und	 narG-lip-Funktionsstudien	 zeigt	 erhebliche	 Diskrepanzen.	 NreA-

Varianten	mit	reduzierter	Interaktion	mit	NreB	aus	Cluster	II	(R21A,	D27A	und	N51D)	zeigten	in	den	

Funktionsstudien	bis	auf	NreA(R21A)	einen	wildtypischen	Phänotyp.	Eine	erhöhte	Proteinstabilität	von	

NreA(R21A)	und	damit	einhergehenden	stärkeren	Repressoraktivität	 führte	zu	einer	ausbleibenden	

Expression	 der	 Zielgene	 (Koch-Singenstreu,	 2013).	 Die	 NreA-Varianten	 aus	 Cluster	 I,	 welche	 eine	

wildtypische	NreA/NreB-Interaktion	 aufwiesen,	 hatten	 den	 größten	 Effekt	 auf	 die	Nitratregulation.	

NreA(I43A)	 und	 NreA(G64A)	 waren	 nitratblind	 in	 den	 narG-lip-Studien	 (ON),	 während	 die	 übrigen	

NreA-Varianten	 G66A,	 G69A	 und	 G75A	 nicht	 in	 der	 Lage	 waren,	 die	 Expression	 der	 Zielgene	 zu	

stimulieren	 (OFF-Phänotyp).	 Der	 Einfluss	 der	 NreA-Varianten	 aus	 Cluster	 I	 auf	 die	 Nitratregulation	

untermauert	die	Wichtigkeit	dieser	Reste.	Diese	Diskrepanzen	verdeutlichen	die	Probleme	mit	den	

verfügbaren	in	vivo	Testsystemen	für	die	Funktion	von	NreABC.	

5.13 Cystein-Crosslinking	zur	Bestätigung	der	NreA-Dimerisierungsfläche		

Das	oxidative	in	vivo	Cystein-Crosslinking	war	nicht	geeignet	um	Cluster	I	als	Interaktionsstelle	für	die	

NreA-Dimersisierung	zu	bestätigen,	da	alle	NreA-Varianten	bereits	bei	Luftsauerstoff	gleichermaßen	

ein	Crosslinking-Produkt	aufwiesen.	Im	modifizierten	Cystein-Crosslinking	führte	die	Zugabe	von	DTT	

während	 des	 Zellaufschlusses	 zu	 reduzierenden	 Bedingungen,	 welche	 eine	 Oxidation	 durch	

Luftsauerstoff	 verhinderte.	 Durch	 Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	 konnten	 die	 NreA-Varianten	

gecrosslinkt	werden	(Abb.	38).	Jedoch	wurden	alle	NreA-Varianten	unabhängig	ihrer	Lokalisation	im	

Protein	permanent	vernetzt,	was	auf	eine	mögliche	inkorrekte	Faltung	von	NreA	hinweist.	Die	in	der	

potentiellen	 Interaktionsfläche	 positionierte	 Variante	 NreA(G69C),	 zeigte	 die	 schwächste	 NreA-

Dimerbande,	wohingegen	die	nach	innen	gerichtete	Variante	NreA(A120C)	das	stärkste	Crosslinking-

Produkt	 darstellte.	 Dies	 könnte	 einerseits	 für	 eine	 veränderte	 Struktur	 bzw.	 Faltung	 des	 Proteins	

sprechen	und	andererseits	für	die	Wichtigkeit	des	Restes	G69	innerhalb	des	Proteins.	Eine	Substitution	

dieses	Glycinrestes	könnte	einen	erheblichen	Einfluss	auf	die	Stabilität	bedeuten.	Die	Reduktion	der	

Oxidationsmittelkonzentration	zeigte	identische	Ergebnisse.		
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5.13.1 Der	Einfluss	von	Nitrat	auf	die	Zugänglichkeit	der	Cysteinvarianten	

Um	die	inkorrekte	NreA-Faltung	auszuschließen,	wurden	Cysteinzugänglichkeitsstudien	mit	NEM	und	

PEG-Mal	durchgeführt.	Diese	führten	ebenso	zu	dem	Ergebnis,	dass	alle	NreA-Varianten,	unabhängig	

von	ihrer	Position	im	Inneren	des	Proteins,	zugänglich	waren	(Abb.	39A).	Der	Kontrollversuch	mit	PEG-

Mal	alleine	diente	dem	Beleg	der	erfolgreichen	PEG-Mal-Markierung	(Abb.	39B).	Es	konnten	jedoch	

Unterschiede	zwischen	den	Zugänglichkeiten	der	NreA-Cysteinvarianten	in	Ab-	und	Anwesenheit	von	

Nitrat	beobachtet	werden.		

Die	 NreA-Varianten	 S49C,	 G69C,	 L70C	 und	 L99C	 zeigten	 in	 Abwesenheit	 von	 Nitrat	 schwache	

Zugänglichkeiten,	welche	durch	die	Anwesenheit	von	Nitrat	gesteigert	wurden	(Abb.	39B).	Alle	diese	

Reste	sind	oberflächenexponiert	und	befinden	sich	 in	der	potentiellen	 Interaktionsstelle	 (G69,	L70)	

oder	in	Nachbarschaft	der	Nitratbindetasche	(S49,	L99).	G69	und	L70	sind	Teil	der	Helix	α3,	die	wichtig	

für	die	Nitratbindung	 ist	 (Niemann	et	al.,	2014).	Es	 ist	demnach	vorstellbar,	dass	ohne	Nitrat	diese	

Reste	weniger	zugänglich	sind,	da	dort	die	NreA-Monomere	dimerisieren.	Der	Rest	L99	befindet	sich	

direkt	am	Beginn	der	Helix	α6,	die	ebenso	für	die	Nitratbindung	wichtig	ist.	Außerdem	sind	in	direkter	

Nachbarschaft	 die	 Reste	 Y95	 (Deckel	 der	 Bindetasche)	 sowie	 P96	 und	 I97	 lokalisiert,	 welche	

Wasserstoffbrücken	 zu	Nitrat	 ausbilden	 (Niemann	 et	 al.,	 2014).	 S49	 befindet	 sich	 in	 der	Nähe	 des	

Restes	W45,	welcher	 über	Wasserstoffbrücken	 direkt	 an	 der	 Nitratbindung	 beteiligt	 ist.	 Durch	 die	

Anwesenheit	 von	 Nitrat	 kommt	 es	 im	 gesamten	 Bereich	 der	 Nitratbindetasche,	 welche	 Cluster	 I	

miteinschließt,	 zu	 strukturellen	 Änderungen,	 die	 zu	 einer	 verbesserten	 Zugänglichkeit	 der	 Reste	

führen.	

Die	NreA-Varianten	A16C	und	A29C	zeigten	in	Abwesenheit	von	Nitrat	sehr	starke	Zugänglichkeiten,	

welche	durch	die	Anwesenheit	von	Nitrat	reduziert	wurden	(Abb.	39B).	A16	ist	oberflächenexponiert	

und	befindet	sich	auf	dem	gegenüberliegenden	Bereich	der	NreA-Oberfläche	 in	der	Helix	α1	am	N-

Terminus.	 Der	 nach	 innen	 gerichtete	 Rest	 A29	 zeigt	 mit	 seiner	 Seitenkette	 ebenfalls	 in	 die	

entgegengesetzte	Richtung	zur	Nitratbindetasche.	An	der	Nitratbindung	sind	die	beiden	Cysteinreste	

nicht	beteiligt,	 sodass	die	 resultierende	Konformationsänderung	zu	einer	geringeren	Zugänglichkeit	

führt.		

Die	nach	innen	gerichtete	Variante	NreA(A120C)	ist	unabhängig	von	Nitrat	nur	leicht	zugänglich	(Abb.	

39B),	was	auf	ihre	Lokalisation	innerhalb	des	Proteins	verweist.		

Mit	den	erhaltenen	Ergebnissen	der	Cystein-Crosslinkingstudien	lässt	sich	das	Interaktionsmodell	des	

NreA-Dimers	nicht	bestätigen.	In	allen	Versuchen	wurden	für	die	NreA-Cysteinvarianten	unabhängig	

ihrer	Lokalisation	im	Protein	Crosslinking-Produkte	detektiert.	Dies	spricht	für	eine	inkorrekte	Faltung	

des	 Proteins.	 Identische	 Ergebnisse	 wurden	 auch	 für	 eine	 niedrige	 Oxidationsmittelkonzentration	

erzielt.	 In	 den	 Zugänglichkeitsstudien	 mit	 NEM	 und	 PEG-Mal	 waren	 ebenso	 alle	 Reste	



Diskussion	
	

	 98	

wasserzugänglich.	 Eine	 alternative	 Erklärung	 für	 die	 Zugänglichkeit	 aller	 Reste	 könnte	 die	 geringe	

Größe	von	NreA	sein.	Mit	18	kDa	handelt	es	sich	um	ein	kleines	Protein,	welches	nur	geringe	Distanzen	

zwischen	den	nach	innen	gerichteten	Resten	und	der	Oberfläche	hergibt.	Es	wäre	demnach	vorstellbar,	

dass	durch	die	Reaktivität	der	Cysteinreste	auch	vermeintlich	im	Protein	verborgene	Reste	crosslinken	

können.	Außerdem	können	Veränderungen	der	 Struktur	 durch	das	 Einfügen	der	 Substitution	nicht	

ausgeschlossen	werden.	Die	Methode	des	Cystein-Crosslinkings	eignet	sich	nicht	zur	 Identifizierung	

der	potentiellen	Interaktionsstelle	des	NreA-Dimers.	

Die	 Zugänglichkeitsstudien	 mit	 PEG-Mal	 zeigten	 für	 die	 einzelnen	 NreA-Cysteinvarianten	 in	

Abhängigkeit	 von	Nitrat	Unterschiede.	 Varianten,	 die	 in	 der	Nähe	 der	Nitratbindetasche	 lokalisiert	

sind,	wurden	durch	Nitrat	zugänglicher.	Dies	spricht	für	Konformationsänderungen	in	diesem	Bereich,	

welche	sich	auf	die	entsprechenden	NreA-Varianten	auswirkt.	Da	die	Versuche	allerdings	nach	Zugabe	

von	SDS	durchgeführt	wurden,	ist	die	physiologische	Tertiärstruktur	des	Proteins	nicht	mehr	gegeben.	

Die	Studien	belegen	demnach	die	strukturellen	Änderungen	innerhalb	von	NreA	durch	die	Zugabe	von	

Nitrat,	allerdings	können	sie	das	Modell	des	NreA-Dimers	nicht	bestätigen.		

5.14 Die	Gelfiltrationsstudien	bestätigen	NreA	als	Monomer	

Die	in	vitro	Gelfiltrationsstudien	zeigten,	dass	sowohl	wildtypisches	NreA	als	auch	die	Varianten	den	

monomeren	Zustand	aufwiesen	(Abb.	40).	Unter	den	gegebenen	Bedingungen	konnte	NreA	nicht	als	

Dimer	detektiert	werden.	Die	Varianten	NreA(R73A)	und	NreA(Y95A)	zeigten	allerdings	ein	reduziertes	

Elutionsverhalten	 auf,	was	 auf	 eine	 partielle	Denaturierung	oder	 eine	 Strukturänderung	hindeuten	

kann.	Das	vermutliche	NreA-Dimer	(Koch-Singenstreu,	2013)	scheint	bereits	im	Wildtyp	labil	zu	sein,	

wenn	NreA	ohne	die	anderen	Proteine	des	vermuteten	NreABC-Komplexes	vorliegt.	Diese	Instabilität	

des	NreA-Dimers	bei	Expression	und	Überproduktion	in	E.	coli	könnte	eine	Ursache	für	die	Probleme	

bei	den	Untersuchungen	des	NreA-Homodimers	bzw.	des	NreA/NreB-Heterodimers	 in	vivo	 in	E.	coli	

darstellen.		

Die	ligandgebundene	Form	von	NreA	wurde	als	Monomer	kristallisiert,	während	die	nitratfreie	Form	

unbekannt	 ist.	Berechnungen	zu	potentiellen	Dimerisierungsstellen	basierend	auf	dem	NreA.[NO3
-]-

Kristall	waren	erfolglos	 (Niemann	et	al.,	2014).	Das	verwandte	GAF-Domänen	Protein	SpoVT	aus	B.	

subtilis	bildet	ein	physiologisches	Dimer	aus.	Dieses	wird	über	die	Helices	a2	und	a5	jedes	Monomers	

zu	einem	Vier-Helix-Bündel	gebildet	(Asen	et	al.,	2009).	In	NreA	ist	die	Helix	a1	analog	zu	a2	von	SpoVT,	

während	 in	 NreA	 statt	 einer	 zu	 a5	 analogen	 Helix	 der	 unstrukturierte	 Bereich	 des	 C-Terminus	

lokalisiert	ist.	Eine	Dimerisierung	über	ein	Vier-Helix-Bündel	ist	für	NreA	demnach	ausgeschlossen.	Es	

ist	allerdings	möglich,	dass	in	der	ligandfreien	Form	andere	Strukturen	ausgebildet	werden,	die	eine	

Dimerisierung	von	NreA	ermöglichen	(Niemann	et	al.,	2014).	
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5.15 Alternative	Interaktionsstudien	zur	Identifizierung	der	Interaktionsstellen	in	NreA	

Das	Arbeitsmodell	des	NreABC-Systems	aus	Abb.	8	basiert	auf	in	vivo	narG-lip-Funktionsstudien	in	S.	

carnosus,	 in	 vitro	 Phosphorylierungsstudien	 sowie	 verschiedener	 in	 vivo	 und	 in	 vitro	

Interaktionsstudien	wie	BACTH,	HPINE	 (His-Tag-Protein	 Interaktions-Experiment)	und	Formaldehyd-

Crosslinking.	Alle	in	vivo	Interaktionsstudien	wurden	in	E.	coli	durchgeführt	(Nilkens	et	al.,	2014;	Koch-

Singenstreu,	2013).		

5.15.1 	NreA/NreB-Interaktion	mittels	HPINE	

Die	HPINE-Experimente	mit	Wildtyp-Formen	von	NreA	und	NreB	zeigten	in	vivo	eine	Interaktion	unter	

aeroben	Bedingungen	zwischen	NreA	und	NreB	in	E.	coli	(Koch-Singenstreu,	2013).	Aus	diesem	Grund	

sollten	die	HPINE-Versuche	mit	den	NreA-Varianten	wiederholt	werden,	um	die	Interaktionsstellen	zu	

verifizieren.	 Allerdings	 konnten	 die	 wildtypische	 Interaktion	 zwischen	 NreA	 und	 NreB	 nicht	

reproduziert	 werden,	 da	 die	 Proteine	 nicht	 zusammen	 co-eluierten.	 Um	 den	 physiologischen	

Bedingungen	des	NreABC-Systems	näher	zu	kommen,	wurde	deswegen	eine	modifizierte	Version	der	

HPINE-Methode	durchgeführt.	Dabei	wurden	die	beiden	Proteine	separat	überproduziert:	NreA	in	E.	

coli	 und	 NreB	 in	 S.	 carnosus.	 Nach	 der	 Überproduktion	 wurden	 die	 Zellen	 anaerob	 gemischt	 und	

aufgeschlossen.	Es	folgte	das	anaerobe	Crosslinking	mit	Formaldehyd	mit	anschließender	Aufreinigung	

über	 die	 entsprechenden	 Tags.	 Mit	 Hilfe	 dieser	Methode	 konnte	 ebenso	 wenig	 eine	 wildtypische	

NreA/NreB-Interaktion	 detektiert	 werden	 (Abb.	 A	 8).	 Die	 in	 E.	 coli	 durchgeführte	 HPINE-Methode	

eignet	sich	demnach	nicht,	um	die	Interaktionen	der	Proteine	des	NreABC-Systems	aus	S.	carnosus	zu	

untersuchen.	

5.16 Bildet	NreA	Dimere	aus?	

Neben	 den	 in	 vivo	 BACTH-Studien	 wurde	 die	 NreA-Dimerisierung	 in	 vitro	 mittels	 Formaldehyd-

Crosslinkings	 nachgewiesen	 (Koch-Singenstreu,	 2013).	 Die	 Studien	 des	 oxidativen	 Cystein-

Crosslinkings	unterstützen	die	Ausbildung	von	NreA-Dimeren.		

Im	Gegensatz	dazu	wurde	NreA	in	der	Kristallisation	(Niemann	et	al.,	2014)	sowie	in	den	in	vivo	HPINE-

Versuchen	(Koch-Singenstreu,	2013),	nur	als	Monomer	detektiert.	Die	neuen	BACTH-Studien	zeigten	

in	 der	 exponentiellen	 Phase	 ebenfalls	 keine	 Interaktion	 der	 NreA-Monomer	 unabhängig	 vom	

Vorhandensein	 von	 NreB	 und	 NreC	 (Klein,	 2018).	 Während	 der	 Gelfiltrationsstudien	 konnte	

wildtypisches	und	mutiertes	NreA	nur	als	Monomer	identifiziert	werden.	Alle	diese	Daten	sprechen	für	

einen	 monomeren	 Zustand	 von	 NreA.	 Es	 ist	 jedoch	 nicht	 klar,	 wieso	 in	 den	 früheren	 BACTH-

Experimenten	(Abb.	31,	Abb.	32;	Nilkens	et	al.	 (2014);	Koch-Singenstreu	(2013);	Barth	(2014))	NreA	

mit	 sich	 selbst	 interagiert.	 Die	 partielle	 Dimerisierung	 in	 den	 Crosslink-Experimenten	 lässt	 sich	
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möglicherweise	durch	nicht-physiologische	Proteinkonzentrationen	durch	Überproduktion	oder	hohe	

Konzentration	an	Crosslinker	bzw.	Oxidationsmittel	erklären.		

Da	die	BACTH-Studien	 in	E.	 coli	aufgrund	 ihrer	Methodik	 zu	 teilweise	unterschiedlichen	und	nicht-

konsistenten	Ergebnissen	führten,	 ist	das	BACTH-System	für	die	Untersuchung	des	NreABC-Systems	

aus	S.	carnosus	offensichtlich	nicht	geeignet.	Durch	die	Komplettierung	des	NreABC-Systems	konnten	

die	Ergebnisse	verbessert	werden,	dennoch	können	andere	artifizielle	Faktoren	oder	der	Einfluss	von	

E.	 coli-spezifischen	 Faktoren	 nicht	 abgeschätzt	 werden.	 Insgesamt	 ist	 deshalb	 auch	 nach	 den	

vorliegenden	Studien	unklar,	ob	NreA	als	Dimer	vorliegt.		

Wenn	NreA	als	Monomer	vorliegt,	ist	ein	verändertes	Arbeitsmodell	zur	Funktion	des	NreABC-Systems	

denkbar	(Abb.	41).	

														 	

Abb.	 41:	 Regulation	 der	 Nitratatmung	 in	 S.	 carnosus	 durch	 das	 NreABC-System	 unter	 anaeroben	 Bedingungen	 in	
Abwesenheit	 von	 Nitrat.	 NreA	 interagiert	 in	 monomerer	 Form	 mit	 NreB	 und	 übt	 einen	 inhibitorischen	 Effekt	 auf	 die	
Autophosphorylierungsaktivität	aus.	Die	Stöchiometrie	der	NreA/NreB-Interaktion	muss	bestimmt	werden,	jedoch	sind	zwei	
NreA-Monomere	mit	einem	NreB-Dimer	vorstellbar.	

In	Abwesenheit	von	Nitrat	 liegt	NreA	 in	monomerer	Form	vor	und	 interagiert	mit	NreB,	was	einen	

inhibitorischen	Einfluss	auf	die	Autophosphorylierung	von	NreB	hat.	In	diesem	Fall	könnten	zwei	NreA-

Monomere	mit	einem	NreB-Dimer	interagieren.	Um	die	Stöchiometrie	der	Interaktionen	bestimmen	

zu	 können,	 bedarf	 es	 weiteren	 Untersuchungen	 sowie	 der	 Identifizierung	 potentieller	

Interaktionsstellen	von	NreB	mit	NreA.		

5.17 Schlussfolgerung	zur	Interaktion	innerhalb	des	NreABC-Systems	aus	S.	carnosus	

Im	Zuge	dieser	Arbeit	sollten	die	funktionell	wichtigen	Interaktionsstellen	des	Nitratsensors	NreA	aus	

S.	 carnosus	 identifiziert	 werden.	 Basierend	 auf	 in	 vivo	 BACTH-Studien	 konnte	 ein	 potentielles	

Interaktionsmodell	für	die	Interaktion	mit	NreB	sowie	die	NreA-Dimerisierung	modelliert	werden.	Die	

Charakterisierung	der	Interaktionsstellen	erwies	sich	trotz	Einsatz	vielfältiger	Methoden	in	vivo	und	in	

vitro	 als	 schwierig.	 Ein	 Hauptproblem	 besteht	 darin,	 dass	 viele	 in	 vivo	 Methoden	 nur	 in	 E.	 coli	

einsetzbar	 sind.	 Um	 physiologische	 Bedingungen	während	 den	 Studien	 zu	 garantieren,	 sollten	 die	

Experimente	in	S.	carnosus	durchgeführt	werden.		
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Die	 Identifizierung	 von	 Interaktionsstellen	 innerhalb	 verschiedener	 Proteine	 eines	 Systems	 ist	

schwierig.	Im	marinen	Bakterium	Pseudoalteromonas	atlanticum	existiert	das	ZKS	HahK-HarR	(H-NOX-

associated	 histidine	 kinase/response	 regulator),	 welches	 zusammen	 mit	 dem	 H-NOX	 (Heme-nitric	

oxide/oxygen	binding)	Protein	in	Abhängigkeit	von	NO	die	Biofilmproduktion	reguliert.	H-NOX	agiert	

dabei	 als	 NO-Sensor,	 welcher	 wiederum	 die	 Autophosphorylierung	 der	 Kinase	 moduliert.	 Die	

Interaktionsstellen	der	einzelnen	Proteine	konnten	bis	jetzt	nicht	identifiziert	werden	(Arora	&	Boon,	

2012).	Um	mögliche	Interaktionsstellen	von	Proteinen	berechnen	zu	können,	sind	Kristallstrukturen	

aller	 beteiligten	 Proteine	 von	 Nöten.	 Des	 Weiteren	 erfassen	 Interaktionsstudien	 nur	 die	 aktuelle	

Interaktion	 zum	 Zeitpunkt	 der	 Untersuchung.	 Es	 ist	 gut	 vorstellbar,	 dass	 es	 sich	 bei	 dem	NreABC-

System	um	ein	dynamisches	System	handelt,	in	dem	die	Proteine	keine	starren	Komplexe	ausbilden.	

Dies	wird	 vor	 allem	 durch	 die	 Phasenabhängigkeit	 der	 BACTH-Studien	 deutlich.	 Demnach	 herrscht	

abhängig	 vom	 durchgeführten	 Zeitpunkt	 der	 Messung	 in	 der	 Zelle	 eine	 eventuell	 andere	

Interaktionssituation,	was	in	widersprüchlichen	Ergebnissen	resultiert.	
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Anhang	

	 I	

I Anhang	
a. Stammbäume	der	[4Fe-4S]-haltigen	Sensoren	

	

	
Abb.	 A	 1:	 Ausschnitt	 des	 FNREc-Stammbaums	 der	 Nicht-Proteobakterien.	Die	 FNREc-Varianten	 sind	 basierend	 auf	 ihrer	
Anzahl	der	konservierten	Cysteine	farblich	markiert:	4Cys	(Schwarz),	3Cys	(grün),	2Cys	(blau),	1Cys	(rot)	und	0Cys	(grau).	Die	
Zahl	in	Klammern	gibt	die	Anzahl	der	Spezies	an.	Durch	Zusammenrücken	der	Äste	sind	die	evolutionären	Distanzen	verloren	
und	der	Baum	zeigt	eine	schematische	Verteilung	der	Varianten	aus	den	Nicht-Proteobakterien.	

Der	gesamte,	originale	Stammbaum	von	FNREc	ist	der	Dissertation	am	Ende	angehängt.	



Anhang	
	

	 II	

	

Abb.	 A	 2:	 Stammbaum	 von	 FNRBs.	 FNRBs-Varianten	 mit	 vollständigem	 Aspartat-Cysteinmotiv	 sind	 schwarz	 dargestellt,	
Varianten	ohne	konserviertes	Cys-Cluster	sind	grau	markiert.	Die	evolutionäre	Distanz	ist	angeben.	
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Abb.	A	3:	Stammbaum	von	NreBSa.	NreBSa-Homologe	mit	vollständigem	Cys-Cluster	sind	schwarz	dargestellt,	Varianten	sind	
ihrer	Cysteinanzahl	entsprechend	eingefärbt:	3Cys	(grün),	2Cys	(blau),	1Cys	(rot)	und	0Cys	(grau).	Die	evolutionäre	Distanz	ist	
angeben.	
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Anhang	
	

	 IV	

	

Abb.	A	4:	Stammbaum	von	WhiB3Mt.	WhiB3Mt-Homologe	mit	vollständigem	Cys-Cluster	sind	schwarz	dargestellt.	Varianten	
mit	drei	konservierten	Cysteinen	(3Cys)	grün.	Die	evolutionäre	Distanz	ist	angegeben.	
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b. Alignments	

	

Mb. sp        -----MAL-DTAALHPRAVESASCPSLHDG----------DLFAGCPELIGSPSTFARDE 44 
FNR_Ec        MI-P---EKRIIRRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNEHELDQLDNIIERKKPIQKGQ 56 
Variovorax    MFNPSLTQAAARAAVPKAGIAVHERAS--R------KLVETQQLLKECLAPQRRVVHAGD 52 
                                  :                                  .   :	

Abb.	A	5:	Ausschnitt	des	Sequenzvergleichs	zwischen	FNREc	und	1Cys-Varianten	aus	Methylobacterium	sp	und	Variovorax	
paradoxus.	Die	Homologen	mit	einem	konservierten	Cysteinrest	sind	rot	dargestellt.	Konservierte	Cysteinreste	des	[Fe-S]-
Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt,	zusätzliche	Cysteinreste	türkis.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	 in	der	
Sequenz	an.	Konserviert	sind	C1	(Methylobacterium	sp)	oder	C3	(Variovorax)	des	Cys-Motivs.	

NreB_Sa          KIVFADDNGKIIAM--------NDAAKDILSEEDNYSAVANAIC--HRCEGYT-NAY--D 69 
Clostridium sp   GNTYQDKRGILINSVQEELSGMDLVETPIILAENLASLLALPLWKEDQVEGVLMMAFRTP 120 
                   .: *..* :*          : . . *:  *:  * :*  :   .: **    *:  	
NreB_Sa          VQSCKDCF---LESMQVQATNFQVFMKTKDQKVMPFTATYQLIDQDRGIHAFTLQNVSSQ 126 
Clostridium sp   SKFSKACYEKIVHEIAVEELGLELY-----------PEPYEA------VRDFRLSGDYRS 163 
                  : .* *:   :..: *:  .::::              *:       :: * *..   .	
NreB_Sa          SEED---NYSAVANAICHRCEGYTNAYDV-----------QSCKDCF-LESMQVQATNFQ 89 
Planctomyces     GEKFPYITYLAATSTIAWYCGPRPATFALTLGFLSAFYFFASPRGSFYVSGIDAQVGAV- 113 
                 .*:    .* *.:.:*.  *     :: :            * :..* :..::.*.  .	

Abb.	A	6:	Ausschnitt	der	Sequenzvergleiche	 zwischen	NreBSa	und	1Cys-Varianten	aus	Clostridium	sp	und	Planctomyces	
limnophilus.	Die	Homologen	mit	einem	konservierten	Cysteinrest	sind	rot	dargestellt.	Konservierte	Cysteinreste	des	[Fe-S]-
Cluster-bindenden	Motivs	sind	gelb	unterlegt.	Die	Zahlen	geben	die	Position	der	AS	in	der	Sequenz	an.	Konserviert	sind	C4	
(Clostridium	sp)	oder	C2	(Planctomyces)	des	Cys-Motivs.	

c. Oxidatives	in	vivo	Cystein-Crosslinking	von	NreA-Varianten		

																										 	

Abb.	 A	 7:	 Western	 Blots	 des	 oxidativen	 in	 vivo	 Cystein-Crosslinkings	 unter	 aeroben	 Bedingungen	 mit	 Cu[II]-(1,10-
Phenanthrolin)3	 von	 NreA-Varianten.	 Die	 Zellen	 des	 E.	 coli	 Stammes	 M15	 wurden	 mit	 den	 Plasmiden	 der	 NreA-
Cysteinvarianten	transformiert	und	aerob	ohne	Nitrat	gezüchtet.	Nach	Oxidation	mit	Cu[II]-(1,10-Phenanthrolin)3	wurde	die	
Reaktion	durch	Zugabe	der	Stopp-Lsg	 (inkl.	 SDS-Ladepuffer	ohne	DTT)	gestoppt	und	die	Proteine	direkt	mittels	SDS-Page	
aufgetrennt.	Der	Nachweis	im	Immunoblot	erfolgte	mit	dem	spezifischen	Antikörper	gegen	NreA.	Die	Pfeile	markieren	das	
NreA-Monomer,	sowie	das	Crosslinking-Produkt	NreA2.	Die	Variante	A120C	enthält	einen	nicht-oberflächenexponierten	Rest	
(nach	 Abb.	 37,	 orange),	 während	 G69C	 und	 R73C	 innerhalb	 (nach	 Abb.	 37,	 grün)	 und	 A99C	 außerhalb	 der	 potentiellen	
Homodimerisierungsfläche	(nach	Abb.	37,	blau)	lokalisiert	sind.		
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d. In	vivo	HPINE-Interaktionsstudien	zwischen	NreA	und	NreB	

	

												 	

Abb.	A	8:	Modifiziertes	HPINE:	NreA/NreB-Interaktion.	A)	zeigt	die	Detektion	mit	dem	primären	Antikörper	Anti-His	aus	
Maus	(1:10.000,	1	h)	und	dem	sekundären	HRP-gekoppelten	Antikörper	Anti-Maus	(1:10.000,	1	h).	B)	zeigt	die	Detektion	mit	
dem	primären	Antikörper	Anti-NreA	aus	Kaninchen	(1:4.000,	1h)	und	dem	sekundären	Antikörper	Anti-Rabbit-HRP	(1:10.000,	
1	h).	Als	Crosslinker	wurde	1	%	Paraformaldehyd	verwendet.	Der	Durchfluss	ist	durch	D	gekennzeichnet,	während	die	ersten	
Elutionsfraktionen	durch	F1-F3	gekennzeichnet	sind.	Die	Proben	wurden	vor	der	Beladung	des	SDS-Gels	aufgekocht	(99	°C)	
oder	direkt	aufgetragen	(RT).	Als	Positivkontrollen	dienten	aufgereinigtes	NreA-His	(pQE31nreA)	bzw.	NreB-His	(pCQE1nreB).	
Das	berechnete	Molekulargewicht	von	NreA	beträgt	etwa	18	kDa,	während	NreB	ein	Molekulargewicht	von	etwa	40	kDa	
aufweist.	

Strep-NreA	(pMW1243)	wurde	aerob	bei	37	°C	in	E.	coli	JM109	gezüchtet.	Die	HK	wurde	5	%ig	inokuliert	

und	bei	einer	OD578	von	0,5	mit	200	ng/ml	AHT	für	5	h	induziert.	NreB-His	(pQE31nreB)	wurde	in	S.	carnosus	

m1	 kultiviert.	 Als	 Kulturmedium	wurde	 Hefeextrakt-Medium	 (45	 g/L	 Hefeextrakt,	 40	mM	Glycerin	 und	

50	mM	NaPi	pH	7,2)	eingesetzt.	Nach	mindestens	24	h	Wachstum	der	VK	wurde	die	HK	12,5	%ig	inokuliert.	

Das	HK-Medium	enthielt	zusätzlich	10	mM	Ammoniumeisen(III)citrat	sowie	1	mM	Cysteinhydrochlorid.	Bei	

einer	OD578	von	10	wurde	mit	3,3	M	Xylose	für	6	h	induziert.	Nach	Ablauf	der	Induktionsdauer	wurden	die	

Zellen	 luftdicht	 in	Müller-Krempel-Flaschen	mit	Rührfisch	verschlossen	und	über	Nacht	bei	4	°C	gerührt.	

Nach	 dem	 Einschleusen	 in	 das	 Anaerobenzelt,	 wurden	 die	 Zellen	 in	 einem	 4:1-Verhältnis	 (NreA:NreB)	

gemischt	und	für	10	Minuten	unter	Rühren	inkubiert.	Anschließend	fand	in	anaeroben	Zentrifugenbechern	

die	Zellernte	statt.	Das	Zellpellet	wurde	 im	N2-Zelt	mit	anaerobem	Resuspensionspuffer	 (50	mM	HEPES-

Puffer	pH	7,2,	300	mM	NaCl,	20	%	Glycerin,	10	mM	Imidazol	und	10	mM	b-Mercaptoethanol)	resuspendiert.	

Der	Zellaufschluss	erfolgte	in	anaeroben	Röhrchen	mit	Glasperlen	an	der	FastPrep	(3x	20	s,	5,5	m/s).	Die	

Glasperlen	wurden	durch	Zentrifugation	abgetrennt.	Das	Zellextrakt	wurde	mit	1	%	Paraformaldehyd	als	

Crosslinker	für	10	Minuten	bei	RT	inkubiert.	Durch	Zugabe	des	doppelten	Volumens	an	Resuspensionpuffer	

wurde	das	Crosslinking	gestoppt.	Die	weitere	Proteinisolierung	konnte	außerhalb	des	Anaerobenzeltes	laut	

Herstellerangaben	über	eine	Ni-NTA-Säule	bei	4	°C	erfolgen.	Der	Waschpuffer	enthielt	50	mM	HEPES	pH	

7,2,	1	M	NaCl,	20	%	Glycerin,	20	mM	Imidazol	und	1	mM	b-Mercaptoethanol.	Der	Elutionspuffer	unterschied	

sich	in	der	Konzentration	von	NaCl	(300	mM)	sowie	Imidazol	(150	mM).	
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e. Verwendete	Plasmide	und	Primer	

Tab.	A	1:	Verwendete	Plasmide	für	die	BACTH-Interaktionsstudien	(und	Expressionstudien).	

Plasmide	 Genotyp	 Referenz	
pKT25-zip	 Leucin	zipper	von	GCN4	(1)	in	pKT25,	zur	Expression	von	T25Zip,	Kan

r	 Karimova	et	al.	(1998)	pUT18C-zip	 Leucin	zipper	von	GCN4	(1)	in	pUT18C,	zur	Expression	von	T18Zip,	Ampr	
pMW1423	 nreA	in	pKT25	über	BamHI	und	EcoRI,	zur	Expression	von	T25NreA,	Kan

r	

Koch-Singenstreu	(2013)	

pMW1775	 nreA	in	pKNT25	über	BamHI	und	EcoRI,	zur	Expression	von	NreAT25,	Kan
r	

pMW1451	 nreA	in	pUT18C	über	BamHI	und	EcoRI,	zur	Expression	von	T18NreA,	Ampr	
pMW1778	 nreA	in	pUT18	über	BamHI	und	EcoRI,	zur	Expression	von	NreAT18,	Ampr	
pMW1424	 nreB	in	pUT18C	über	XbaI	und	EcoRI,	zur	Expression	von	T18NreB,	Ampr	
pMW1779	 nreB	in	pUT18	über	XbaI	und	EcoRI,	zur	Expression	von	NreBT18,	Ampr	
pMW2582	 pMW1779-Derivat	(pUT18nreB),	mit	nreC-Strep	nach	nreB,	in	frame	über	

BamHI	und	KpnI,	Ampr	 Klein	(2018)	pMW2583	 pMW1424-Derivat	 (pUT18CnreB),	 mit	 nreC-Strep	 nach	 nreB,	 in	 frame	
über	BamHI	und	KpnI,	Ampr	

pMW2182	 pMW1423-Derivat,	aber	NreA(I43A)	

Diese	Arbeit	
pMW2186	 pMW1423-Derivat,	aber	NreA(G64A)	
pMW2190	 pMW1423-Derivat,	aber	NreA(G66A)	
pMW2194	 pMW1423-Derivat,	aber	NreA(G69A)	
pMW2206	 pMW1423-Derivat,	aber	NreAG75A)	
pMW2183	 pMW1775-Derivat,	aber	NreAI43A)	 	
pMW2257	 pMW1775-Derivat,	aber	NreA(R21A)	

Barth	(2014)	pMW2223	 pMW1775-Derivat,	aber	NreA(D27A)	
pMW2235	 pMW1775-Derivat,	aber	NreA(N51D)	
pMW2180	 pMW1778-Derivat,	aber	NreAI43A)	

Diese	Arbeit	
pMW2184	 pMW1778-Derivat,	aber	NreA(G64A)	
pMW2188	 pMW1778-Derivat,	aber	NreA(G66A)	
pMW2192	 pMW1778-Derivat,	aber	NreA(G69A)	
pMW2204	 pMW1778-Derivat,	aber	NreAG75A)	
pMW2316	 pMW1451-Derivat,	aber	NreA(R21A)	

Barth	(2014)	pMW2314	 pMW1451-Derivat,	aber	NreA(D27A)	
pMW2315	 pMW1451-Derivat,	aber	NreA(N51D)	
	

Tab.	A	2:	Verwendete	Plasmide	für	die	narG-lip-Funktionsstudien.	

Plasmide	 Genotyp	 Referenz	
pMW1001	 pPS44	 (inkl.	 Lip-Gen	 aus	 S.	 hyicus)	 mit	 Promotor	 von	 narG	 vor	 dem	

Lipasegen,	in	BamHI	Schnittstelle,	Camr	
Nilkens	(2013)	pMW1040	 E.	coli/S.	carnosus	Shuttle-Vektor	mit	Ampr	(E.	coli)	und	Camr	(S.	carnosus),	

nreABC	mit	nativem	Promotor,	pnarGlip	eingefügt	über	SbfI	und	NheI	 in	
selber	Orientierung	wie	nreABC	

pMW1062	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(R21A)	
Koch-Singenstreu	(2013)	pMW1454	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(D27A)	

pMW1515	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(N51D)	
pMW3636	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(I43A)	

Diese	Arbeit	
	

pMW2410	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(G64A)	
pMW2402	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(G66A)	
pMW2412	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(G69A)	
pMW2824	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(I43A),	nreA*	eingefügt	über	SacI	und	XbaI	
pMW2825	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(G64A),	nreA*	eingefügt	über	SacI	und	XbaI	
pMW2826	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(G66A),	nreA*	eingefügt	über	SacI	und	XbaI	
pMW2827	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(G69A),	nreA*	eingefügt	über	SacI	und	XbaI	
pMW2828	 pMW1040-Derivat,	aber	NreA(G75A),	nreA*	eingefügt	über	SacI	und	XbaI	
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Tab.	A	3:	Verwendete	Plasmide	für	die	Cystein-Crosslinkingstudien	und	Cystein-Zugänglichkeitsstudien.	

Plasmide	 Genotyp	 Referenz	
pQE31nreA	 nreA	mit	N-terminalem	His6-Tag,	über	BamHI	und	HindIII	eingefügt,	

Kanr,	Ampr,	IPTG	induzierbar	
Schlag	(2008)	

pMW2614	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(A16C)	

Diese	Arbeit	

pMW2820	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(A29C)	
pMW2667	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(S49C)	
pMW2615	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(G69C)	
pMW2633	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(L70C)	
pMW2616	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(R73C)	
pMW2617	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(L99C)	
pMW2618	 pQE31nreA-Derivat,	aber	NreA(A120C)	
	

Tab.	A	4:	Verwendete	Plasmide	für	die	Gelfiltrationsstudien.	

Plasmide	 Genotyp	 Referenz	
pMW1733	 pQE31nreA-Derivat	mit	NreA(Y95A)	 Nilkens	(2013)	
pMW2821	 pQE31nreA-Derivat	mit	NreA(R21A)	

Diese	Arbeit	pMW2822	 pQE31nreA-Derivat	mit	NreA(G69A)	
pMW2823	 pQE31nreA-Derivat	mit	NreA(R73A)	

	

Tab.	A	5:	Verwendete	Plasmide	für	die	HPINE-Interaktionsstudien.	

Plasmide	 Genotyp	 Referenz	
pMW1243	 pASK-IBA13plus-Derivat,	nreA	über	XhoI	und	EcoRV	eingefügt,	N-

terminaler	Strep-Tag,	AHT	induzierbar,	Ampr	
Nilkens	(2013)	

pCQE1nreB	 nreB	mit	C-terminalem	His6-Tag,	Expressionsvektor	für	
Staphylokokken,	Xylose	induzierbar;	xylA	Promotor	(Reprimierung	
durch	Glukose),	Camr	

Fedtke	et	al.	(2002)	
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Tab.	A	6:	Verwendete	NreA-Mutageneseprimer.	

Primer	 Sequenz	(5’	à	3’)	 TM	[°C]	 Referenz	
01_NreA-R21A-for	 GCT	TTG	GAT	GAA	ATC	GCA	GAA	ACA	GAG		 67	

Koch-Singenstreu	
(2013)	

01_NreA-R21A-rev	 CTC	TGT	TTC	TGC	GAT	TTC	ATC	CAA	AGC	 	
15_NreA-D27A-for	 CAG	AGA	AAT	TTG	CTT	TTG	CAG	CGA	TTG	 65,3	
15_NreA-D27A-rev	 CAA	TCG	CTG	CAA	AAG	CAA	ATT	TCT	CTG	 	
20_NreA-N51D-for	 GAA	ATA	TGC	TTC	CGG	CGA	TAT	CAA	CTA	CCG	C	 72,1	
20_NreA-N51D-rev	 GCG	GTA	GTT	GAT	ATC	GCC	GGA	AGC	ATA	TTT	C	 	
09_NreA-Y95A-for	 GAC	AAA	TTA	GGT	GCT	CCG	ATT	GTT	TTG	AG	 67,4	
09_NreA-Y95A-rev	 CTC	AAA	ACA	ATC	GGA	GCA	CCT	AAT	TTG	TC	 	
37_NreA-I43A-for	 GAT	TGC	ATA	GTG	CGG	TCG	CTA	AAT	GGA	AAT	ATG	 67	

Diese	Arbeit	

37_NreA-I43A-rev	 CAT	ATT	TCC	ATT	TAG	CGA	CCG	CAC	TAT	GCA	ATC	 	
38_NreA-G64A-for	 GTT	TTA	AGA	CCA	GCA	AAA	GGT	TTG	GCT	GGT	C	 66,8	
38_NreA-G64A-rev	 GAC	CAG	CCA	AAC	CTT	TTG	CTG	GTC	TTA	AAA	C	 	
39_NreA-G66A-for	 GAC	CAG	GAA	AAG	CTT	TGG	CTG	GTC	TGG	 68	
39_NreA-G66A-rev	 CCA	GAC	CAG	CCA	AAG	CTT	TTC	CTG	GTC		 	
40_NreA-G69A-for	 GAA	AAG	GTT	TGG	CTG	CTC	TGG	TAA	TTC		 	 65,1	
40_NreA-G69A-rev	 CGA	ATT	ACC	AGA	GCA	GCC	AAA	CCT	TTT	C	 	 	
42_NreA-R73A-for	 GGT	CTG	GTA	ATT	GCA	ACG	GGC	TCT	AG	 66,4	
42_NreA-R73A-rev	 CTA	GAG	CCC	GTT	GCA	ATT	ACC	AGA	CC	 	
43_NreA-G75A-for	 GGT	AAT	TCG	AAC	GGC	CTC	TAG	AAA	GAT	TG	 65,3	
43_NreA-G75A-rev	 CAA	TCT	TTC	TAG	AGG	CCG	TTC	GAA	TTA	CC	 	
NreA-A16C-for	 GAT	TAC	CAA	GAT	TGT	TTG	GAT	GAA	ATC	 58,9	

Diese	Arbeit	

NreA-A16C-rev	 GAT	TTC	ATC	CAA	ACA	ATC	TTG	GTA	ATC	 	
NreA-A29C-for	 GAA	ATT	TGA	TTT	TTG	TGC	GAT	TGC	ATT	G	 59,3	
NreA-A29C-rev	 CAA	TGC	AAT	CGC	ACA	AAA	ATC	AAA	TTT	C	 	
NreA-S49C-for	 GAA	ATA	TGC	TTG	CGG	CAA	TAT	C	 56,5	
NreA-S49C-rev	 GAT	ATT	GCC	GCA	AGC	ATA	TTT	C	 	
NreA-G69C-for	 GAA	AAG	GTT	TGG	CTT	GTC	TGG	TAA	TTC	 56,7	
NreA-G69C-rev	 GAA	TTA	CCA	GAC	AAG	CCA	AAC	CTT	TTC	 	
NreA-L70C-for	 GGT	TTG	GCT	GGT	TGC	GTA	ATT	CGA	AC	 64,8	
NreA-L70C-rev	 GTT	CGA	ATT	ACG	CAA	CCA	GCC	AAA	CC	 	
NreA-R73C-for	 GTC	TGG	TAA	TTT	GTA	CGG	GCT	CTA	G	 63	
NreA-R73C-rev	 CTA	GAG	CCC	GTA	CAA	ATT	ACC	AGA	C	 	
NreA-L99C-for	 CCG	ATT	GTT	TGC	AGT	GAA	GCA	C	 60,3	
NreA-L99C-rev	 GTG	CTT	CAC	TGC	AAA	CAA	TCG	G	 	
NreA-A120C-for	 GGG	TTT	ATG	GTT	GTT	TGT	TAT	TAG	G	 58,1	
NreA-A120C-rev	 CCT	AAT	AAC	AAA	CAA	CCA	TAA	ACC	C	 	
	

Tab.	A	7:	Verwendete	Sequenzierungsprimer.	

Primer	 Sequenz	(5’	à	3’)	 TM	[°C]	 Anwendungsort	
T18-T25_forward	 GTA	TGT	TGT	GTG	GAA	TTG	TG	 56,1	 pMW1775,	pMW1778,	

pMW1451	
T18-T25_rev_ex	 GTC	GGG	GCT	GGC	TTA	ACT	ATG	 61,8	 pMW1778,	pMW1451	
pKT25_seq_for2	 GCG	ATT	CGG	TGA	CCG	ATT	AC	 59,3	 pMW1423	
pKT25-seq_rev	 GGA	TGT	GCT	GCA	AGG	CGA	TT	 53,8	 pMW1423	
pKNT25-seq_rev	 GTC	GGC	GGC	GTT	TGC	GTA	 60,5	 pMW1775	
Sequ_nreA	 GGAGTGTTCCATTATCTTATGC	 58,4	 pMW1040-nreA	
F_Seq_SD_nreA	 CTA	GAG	AGT	CAT	TAC	CCC	AG	 51,8	 pMW1040-nreA	
pMW1040_nreB_PmeI-R	 CTG	TTC	CTT	TAG	GAT	CAT	CTC	 50,5	 pMW1040-nreA	
pQE31-nreA-His-for	 GAG	GAG	AAA	TTA	ACT	ATG	AGA	GGA	TC	 54,8	 pQE31nreA	
pQE31-vorT5Prom-for	 GGC	GTA	TCA	CGA	GGC	CCT	TTC	G	 60,4	 pQE31nreA	
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