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Some of the presumable heat shock proteins will be produced in Bacillus subtilis in response to 

different environmental conditions, e.g. heat shock, amino acid limitation or oxygen limitation. 
During amino acid limitation or during oxygen limitation the relA + strain is able of synthesizing 
this set of proteins but the relA strain is not. We suggest that the accelerated rate of the synthesis 
of some heat shock proteins depends on the induction of the stringent response because the 
(p)ppGpp production does not occur in the relA strain during amino acid or oxygen limitation. On 
the other hand the rel A  strain can produce heat shock proteins under heat stress. Therefore 
different mechanisms must be responsible for the expression of this set of genes during heat and 
other stress stimuli.

It can be supposed that in B. subtilis the (p)ppGpp-dependent stringent control is a central 
defense reaction against different adverse environmental conditions and furtherm ore, that the 
synthesis of “stress” proteins as an essential component of the stringent response is part of a 
general adaptation mechanism under non-growing conditions.

Einleitung

Die M ehrzahl der Bakterien lebt überw iegend un­
te r B edingungen, die nur sehr niedrige W achstum s­
raten  erm öglichen. Im Laufe der Evolution haben 
sich verschiedene Strategien herausgebildet, die es 
den B akterien  gestatten , solche Z eiträum e zu ü ber­
leben. Zum  V erständnis der Physiologie der M ikro­
organism en ist es ganz allgemein notw endig, tiefere 
E inblicke in diese „defensiven S trategien“ zu erlan ­
gen, zu denen bei Bacillus subtilis neben der Sporula­
tion auch die „stringent response“ oder die H itze­
schockantw ort zählen [1 ],

Zellen von Bacillus subtilis bilden wie andere O r­
ganism en eine Reihe von Proteinen, w enn sie einem  
kurzzeitigen Hitzeschock ausgesetzt w erden [2, 3]. 
E in  Teil dieser verm utlichen H itzeschockproteine ist 
auch nachzuweisen, wenn experim entell eine 
A m inosäurelim itation hervorgerufen wird [4], In der 
vorliegenden A rbeit soll der Zusam m enhang zwi­
schen der (p)ppG pp-abhängigen „stringent contro l“ 
und der Synthese von H itzeschockproteinen bei B a­
cillus subtilis eingehend studiert w erden.
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Ergebnisse

Induktion  einer s tr in g en t control“ durch Norvalin

Nach Z ugabe von Norvalin kann in B. subtilis IS 58 
(relA ~, trp , lys) eine A kkum ulation  von (p)ppG pp 
nachgewiesen w erden, die in seinem  „relaxed“ kon­
tro llierten  P artner IS 56 (re lA , trp , lys) ausbleibt. 
Parallel dazu wird nur im Stamm IS 58 (re lA +) die 
Synthese stabiler R N A , gem essen als [3H ]U ridinin- 
korporation  im D auerm arkierungsexperim ent, aus­
geschaltet (A bb. 1). D am it ist gezeigt, daß Norvalin 
eine „stringent con tro l“ auslöst (siehe auch [5]).

N orvalin bew irkt eine W achstum shem m ung in bei­
den S täm m en, w ährend der [3H ]Thym idineinbau 
ganz besonders in B. subtilis re lA + eingeschränkt ist, 
w oraus zu schlußfolgern ist, daß auch die D N A - 
Synthese einer „stringent contro l“ unterliegt (siehe 
[6 , 7]). U ntersuchungen  zum M echanism us der Nor- 
valineinwirkung ergaben , daß das A m inosäureanalo­
gon die A ktiv itäten  der Leucyl- und Isoleucyl-tRN A - 
Synthetasen drastisch hem m t, w ährend die A ktivität 
der V alyl-tR N A -Synthetase nur wenig beeinflußt 
wird (A bb. 1).

Die durch Norvalin ausgeübte W achstum shem ­
mung kann durch Z ugabe von Leucin bzw. Isoleucin 
teilweise aufgehoben w erden (nicht gezeigt). D am it 
dürfte die Induktion der „stringent contro l“ durch
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Abb. 1. Induktion einer „stringent control“ in Bacillus subtilis durch L-Norvalin.
(A )Einfluß von Norvalin auf die [3H]Uridinincorporation; 0 bis 14 min.
(B) Einfluß von Norvalin auf die Aktivität ausgewählter Aminoacyl-tRNA-Synthetasen.
(A)L-Norvalin (Zugabe zu logarithmisch wachsenden Zellen zum Zeitpunkt 0 Min.) verhindert in B. subtilis IS58 (relA +) 
die [3H]Uridinincorporation (Dauerm arkierungsexperim ent), während die RNA-Synthese in B. subtilis IS 56 (relA) trotz 
Norvalinzugabe fortgesetzt wird. Parallel dazu tritt nur in den mit Norvalin behandelten Zellen von B. subtilis IS58 
verstärkt (p)ppGpp auf (nicht gezeigt).
(B) L-Norvalin hemmt die Aktivität der Isoleucyl- und Leucyl-tRNA-Synthetasen in B. subtilis (gemessen als Beladung 
der tRNA mit [14C]L-Isoleucin bzw. [14C]L-Leucin in Gegenwart und Abwesenheit von L-Norvalin), die der Valyl-tRNA- 
Synthetase wird in den gewählten Norvalinkonzentrationen nicht beeinflußt. Enzymaktivität angegeben in % der Kon­
trolle (ohne L-Norvalin). Verhältnis von Isoleucin/Leucin/Valin zu Norvalin 1:0 (Kontrolle), 1:1, 1:100, 1:1000, 1:8000 
bzw. 1:10000. Im Inkubationsansatz (insgesamt 100 jaI) sind 4 nmol L-Isoleucin, L-Leucin oder L-Valin enthalten.

N orvalin auf eine verm inderte B ereitstellung von 
Leucyl- bzw. Isoleucyl-tRN A  zurückzuführen sein, 
wobei offen bleibt, ob diese alleinig durch die H em ­
mung der A ktivität der Leucyl- bzw. Isoleucyl- 
tR N A -Synthetasen ausgelöst wird oder ob zudem  
noch eine Beeinflussung der Leucin- bzw. Isoleucin­
biosynthese in Erw ägung zu ziehen ist.

Proteinsyntheseprogramm nach Induktion  einer 
„stringent control“ durch Norvalin

Nach Behandlung der Zellen von Bacillus subtilis 
re lA + bzw. relA  mit Norvalin wird in beiden S täm ­
m en eine H em m ung der [3 5S]L-M ethionininkorpora- 
tion ausgelöst. Um  einen Einblick in die Synthese 
einzelner Proteine nach N orvalineinw irkung zu e r ­
halten , w urden die mit [3 5S]L-M ethionin m arkierten  
P roteine im zweidim ensionalen System nach O ’Far- 
rell [8 ] aufgetrennt. D abei konnte in B. subtilis IS 58 
(relA ^) eine durch N orvalin ausgelöste Stim ulation 
der Synthese verschiedener P roteine auf dem  zw eidi­
m ensionalen Gel beobachtet w erden, die in B. subti­

lis IS 56 (relA ) nicht so deutlich zu verzeichnen war 
(A bb. 2). A uf der anderen Seite sind nur wenige 
Proteine auf den zweidim ensionalen Gelen sicht­
bar, deren  Synthese relA -abhängig spezifisch ausge­
schaltet wird (nicht gezeigt). Ein ganz ähnliches Bild 
ergibt sich, wenn die „stringent control“ durch Z uga­
be von Serinhydroxam at induziert wird, woraus ab ­
zuleiten ist, daß die verstärkte Synthese einiger P ro ­
teine wirklich durch die „stringent contro l“ und nicht 
spezifisch durch das A m inosäureanalogon Norvalin 
ausgelöst wird (A bb. 2).

D er Vergleich mit dem  Proteinsyntheseprogram m  
nach kurzzeitiger H itzeeinw irkung zeigte, daß die 
M ehrzahl der nach A m inosäurehunger mit erhöhter 
R ate synthetisierten Proteine zu den verm utlichen 
H itzeschockproteinen zu rechnen ist (Abb. 2 und 3).

Proteinsyntheseprogramm nach Induktion einer 
s tr in g en t control“ durch Sauerstofflimitation

V erhindert man in logarithmisch wachsenden Z el­
len von B. subtilis die weitere Sauerstoffzufuhr (z.B .

3H-Uridin- Incorporation

Einflufi von Norvalin 
auf die A ktivität 
einiger Aminoacyl-tRNA- 
Synthetasen ^
3^ ^ 0 0 0

Isoleucyl- Leucyl- Valyl- 
tRNA -Synthetasen

0

. IS56
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Abb. 2. Einfluß von L-Norvalin (3 mg/ml) und DL-Serin- 
hydroxamat (3 mg/ml) auf das Muster synthetisierter 
Proteine in B. subtilis IS58 (relA +) und IS56 (relA).
A: Kontrolle IS58; B: Norvalin IS58; C: Serinhydroxamat 
IS58; D: Kontrolle IS56; E: Norvalin IS56.
Die Markierung logarithmisch wachsender Zellen von
B. subtilis mit [3;,S]L-Methionin erfolgte 5 Min. nach der 
Zugabe der Inhibitoren für insgesamt 10 Min. Durch Nor­
valin bzw. Serinhydroxamat wird die Synthese einiger Pro­
teine, insbesondere in B. subtilis IS58 (relA +) stimuliert. 
Dabei handelt es sich um vermutliche Hitzeschockproteine 
(siehe Abb. 3 sowie Tab. I).

durch A bstellen der Luftzufuhr in einer Belüftungs­
kultur bzw. durch Einleiten von A rgon), reagiert der 
Stamm IS 58 (re lA +) mit einer sofortigen Bildung 
von (p)ppG pp, während sein „re laxed“ kontro llier­
te r P artner dazu nicht fähig ist.

D am it läßt sich in B. subtilis auch durch eine 
Sauerstofflim itation die relA -abhängige „stringent 
con tro l“ auslösen. U nm ittelbar nach dem Belüf- 
tungsstop w erden in beiden Stäm m en die W achs­
tum sprozesse eingestellt und die Inkorporation  von
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Abb. 3. Nachweis vermutlicher Hitzeschockproteine in
B. subtilis IS58 (relA^).
A: 37 °C—44 °C; B: 37 °C -48  °C; C: 37 °C -50  °C. Kon­
trolle (37 °C) siehe Abb. 2 A.
Die Markierung der bei 37 °C wachsenden Zellen mit 
['''SjL-Methionin erfolgte 5 Min. nach dem „tem perature 
shift up“ für insgesamt 10 Min. Vermutliche Hitzeschock­
proteine sind mit Pfeilen gekennzeichnet. U nter diesen 
sind solche, deren Synthese sowohl durch Hitzeschock als 
auch durch Aminosäurelimitation verstärkt wird (ausge­
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Abb. 4. Bildung von Hitzeschockproteinen in 5 . subtilis 
IS58 (relA +) nach einer Sauerstofflimitation.
A: IS58; B: IS56.
Zum Zeitpunkt r = 0M in . wurde die Luftzuführung in 
einer Belüftungskultur von B. subtilis unterbrochen. 
20 Min. später erfolgte eine lOminütige Markierung mit 
[35S]L-Methionin. Vermutliche Hitzeschockproteine sind 
mit Pfeilen gekennzeichnet (vergleiche dazugehörige Kon­
trollen in Abb. 2A  und 2D ).
In B. subtilis IS 58 (relA +) werden insbesondere die Protei­
ne verstärkt produziert, deren Syntheseraten auch durch 
eine Aminosäurelimitation stimuliert werden (siehe Abb. 2 
und 3 sowie Tab. I).

wählte Beispiele bei Nr. 7, 8, 14, 17), während andere 
wiederum alleinig nach einer Hitzebehandlung intensiver 
gebildet werden (z.B . 1 -5 , siehe auch Tab. I).
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[3H ]U ridin in RN A  drastisch reduziert (H ecker 
et al., in V orbereitung).

W ährend die Syntheserate vegetativer P roteine 
nach und nach abfällt, läßt sich wiederum  insbeson­
dere im zur (p)ppG pp-Synthese befähigten Stamm 
IS 58 (relA ~) eine Stimulation der Synthese solcher 
Proteine verzeichnen, die auch nach A m inosäure­
lim itation auf den zweidim ensionalen G elen mit e r­
höhter M arkierung auffallen und die wir als H itze- 
schockproteine angesprochen haben (A bb. 4).

P roteine, die nur nach 0 2-Lim itation und nicht 
nach A m inosäurelim itation mit erhöh ter In tensität 
produziert w erden, konnten bei B. subtilis nicht ge­
funden w erden (vgl. dagegen die Situation bei E. co- 
li-Zellen , die bei einer Sauerstofflim itation auf einen 
anaeroben  Energiestoffwechsel um schalten können) 
[siehe 9].

In der Tab. I sind die Ergebnisse zusam m engefaßt. 

D iskussion

Für das V erständnis der Physiologie einer B ak te­
rienzelle ist die Kenntnis der S trategien, die sich in 
A npassung an die w achstum sbegrenzenden oder 
überlebensgefährdenden M ilieufaktoren herausge­
bildet haben, von erstrangiger B edeutung [1], W ir

haben zwei solcher M ilieufaktoren herausgegriffen, 
die ohne Zweifel auch für die Ökophysiologie von 
Bacillus entscheidend sind: Die unzureichende V er­
sorgung mit A m inosäuren und die Sauerstofflim ita­
tion. G erade der 0 2-M angel könnte für Bacillus als 
aerobes, im B oden lebendes Bakterium  ein solcher 
w achstum sbegrenzender M ilieufaktor sein, der 
adaptive Strategien geradezu „herausgefordert“ hat, 
wie u .a . U ntersuchungen über die Bildung von 
cA M P insbesondere bei Sauerstoffm angel belegen 
[10].

W ir konnten  zeigen, daß die Sauerstofflim itation 
darüber hinaus eine „stringent control“ bewirkt. 
Offensichtlich wird bei Bacillus subtilis die „stringent 
con tro l“ in B eantw ortung ganz unterschiedlicher 
physiologischer B elastungssituationen eingeschaltet, 
da auch ein M angel an A m inosäuren oder Glucose 
die (p)ppG pp-B ildung auslöst [11].

Ü ber die m olekularen M echanism en der „strin­
gent con tro l“ liegen insbesondere für Escherichia 
coli w esentliche B efunde vor (siehe Ü bersichten bei 
[1, 12, 13]), w ährend  über Bacillus subtilis in diesem 
Z usam m enhang nur wenig bekannt ist. G anz allge­
mein könnte m an die Bedeutung von ppG pp für die 
hungernde Zelle von E. coli darin sehen, daß dieses

Tab. I. Zusammenfassende Darstellung vermutlicher Hitzeschockproteine in B. subtilis (siehe Abb. 2, 3 und 4). Einfluß 
von erhöhter Tem peratur, Serinhydroxamat (S), Norvalin (NV) sowie einer Sauerstofflimitation. Intensität der Synthese 
individueller Proteine von — bis + + + + + .

Protein- B. subtilis IS 58 (relA +) B. subtilis IS 56 (relA)
nummer Kontr.

37 °C 44 °C

Uo00'rf 50 °C
s
37 °C

NV
37 °C

o 2-l .
37 °C

Kontr.
37 °C

NV
37 °C

o 2-l .
37 °C

1 - — + + + + (+ ) — — — _ _

2 - - + + + + + + - — - - -

3 + + + + + + + + + + ( + ) + + + ( + ) + (+ )
4 ( + ) ( + ) (+ ) +  + - (+ ) (+ ) ( + ) (+ )
5 + + + + + + + + + + + +  + + +  +  + + + + + +  +  + + + + + + + + + + +
6 + + + + + + + + (+ ) + ( + ) + + +
7 + ( + ) + + + + + + + + + + + + + ( + ) + + + + + + + + ( + ) + + + +
8 + + + + + + ( + ) + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + (+ ) + + (+ ) +
9 + + ( + ) + + (+ ) + + (+ ) +  + + + (+ ) +  ( + ) + -

10 + + + ( + ) + + (+ ) + +  + — + + + - ( + ) + (+ ) +

11 (  +  ) +  + +  + +  + (  +  )  +  + +  + +  +  (  +  ) ( + ) ( + )
12 + +  +  (  +  ) +  +  ( + ) +  +  (  +  ) + +  (  +  ) +  (  +  ) (  +  ) + (  +  )
13 +  ( + ) +  +  ( + ) ( + ) +  +  (  +  ) +  +  + +  +  +  (  +  ) +  +  +  + ( + ) + +  +  ( + )

14 +  ( + ) +  +  +  + +  +  +  + +  +  +  + +  +  + +  +  +  + +  +  +  + + +  + +  ( + )
15 + +  +  + +  + +  (  +  ) +  (  +  ) +  +  + +  + (  +  ) +  + +

16 + +  + ( + ) (  +  ) +  +  (  +  ) +  +  (  +  ) +  + ( + ) ( + )
17 +  +  + +  +  +  +  + +  +  +  + +  +  +  +  + +  +  +  +  + +  +  +  +  + +  +  +  +  + (  +  ) — +

18 ( + ) +  + + + ( + ) + + +  (  +  ) ( + )
19 +  + +  +  + +  +  ( + ) +  + +  +  ( + ) +  +  (  +  ) +  +  ( + ) - + —

20 +  (  +  ) +  +  +  + +  + + +  +  (  +  ) +  +  + +  +  + + +  + +

21 + +  + +  + +  + ( + ) +  +  (  +  ) + (  +  ) + (  +  )
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A larm on am A bschalten von für W achstum  und V er­
m ehrung typischen Leistungen beteiligt ist, w ährend 
es auf der anderen Seite M echanism en auslöst, die 
dem durch ppG pp angezeigten M angel entgegenw ir­
ken können. D arüber hinaus ist in jüngster Z eit ge­
zeigt w orden, daß ppG pp auch in die R egulation der 
Synthese der H itzeschockproteine eingreift [14, 15].

In der vorliegenden A rbeit wurde deutlich ge­
m acht, daß in B. subtilis einige der verm utlichen H it­
zeschockproteine (siehe [4]) keinesfalls ausschließ­
lich nach einer T em peraturerhöhung verstärk t syn­
thetisiert w erden, sondern auch in B eantw ortung 
einer Sauerstoff- bzw. A m inosäurelim itation. D iese 
R eaktion erfolgt wahrscheinlich in A bhängigkeit von 
der „stringent response“ , da die „relaxed“ kon tro l­
lierte M utante w eder zur (p)ppG pp-B ildung noch 
zur massiv verstärkten Synthese dieser Proteine be­
fähigt ist. Es kann verm utet w erden, daß auch durch 
G lucoselim itation, die im Experim ent sehr einfach 
durch Z ugabe von a-M ethylglucosid zu erzeugen ist, 
eine ähnliche zellphysiologische R eaktion auftritt (in 
V orbereitung).

D am it scheint in der (p)ppG pp-abhängigen „strin­
gent contro l“ offensichtlich ein zentrales „V erteid i­
gungssystem “ der Zelle vorzuliegen, in dem  ganz 
unterschiedliche extrazelluläre Signale zur Synthese 
von (p)ppG pp zusam m engeführt w erden, das dann 
eine gleiche oder ähnliche Zellantw ort auslöst. Nach 
unserer Kenntnis bewirkt diese (p)ppG pp-abhängige 
Z ellantw ort bei Bacillus subtilis neben einer A b ­
schaltung der Synthese neuer R ibosom en bzw. D N A  
[5, 7] sowie einer E inschaltung der Sporulation über 
eine Erniedrigung des zellulären G TP-Spiegels [16] 
insbesondere auch die verstärkte P roduktion ver­
m utlicher H itzeschockproteine. Es ist sehr w ahr­
scheinlich, daß diese bei physiologischen B elastungs­
situationen gebildeten „S treßpro te ine“ bei der 
A dap ta tion  an w achstum sbegrenzende F aktoren 
eine wesentliche Schutzfunktion übernom m en ha­
ben. Offensichtlich werden diese Proteine im m er 
dann gebildet, wenn das Ü berleben gefährdet ist, 
ganz gleich, ob die Zelle un ter Sauerstoff-, Glucose- 
bzw. A m inosäurem angel „leidet“ oder ob sie einem  
oxidativen bzw. einem H itzestreß (siehe [4]) ausge­
setzt ist. Man sollte erw arten , daß auch H itzeschock­
pro teine als Sofortantw ort auf ungünstige B edingun­
gen in frühesten Sporulationsstadien gebildet w er­
den. Es könnte sich dabei um Proteine handeln , 
denen eine ganz allgem eine, die In tegrität der Zelle 
und ihrer M em bransystem e stabilisierende Funktion

zukom m t. D am it liegt hier ein Prototyp für eine 
überlappende Signalsequenz oder für eine globale 
K ontrolle vor (siehe [1, 17]), bei der ganz un te r­
schiedliche extrazelluläre Signale über teilweise ge­
m einsam e (M angel an 0 2, A m inosäuren, Glucose) 
oder auch getrennte W ege (z.B . A m inosäurem angel 
und H itze) bis zum gleichen Regulon geführt 
w erden.

Die m olekularen  M echanism en, die dieser kom ­
plexen G enregulation  bei Bacillus zugrunde liegen, 
sind noch w eitgehend unbekannt. Es ist an der Z eit, 
die Rolle alternativer S igm afaktoren der RNA-Poly- 
m erase, die für Bacillus subtilis lang bekannt sind, 
auch bei der E inschaltung des Hitzeschockregulons 
im D etail zu studieren (siehe [3]).

Experimenteller Teil

Für die U ntersuchungen kam en die von Bacillus 
subtilis M arburg 168 abgeleiteten Stämme IS 58 
(re lA +, trp , lys) sowie IS 56 (relA , trp , lys) zur A n­
w endung. Beide Stäm m e w urden in synthetischem 
M edium  nach Sterlini und M andelstam  [18] bei 37 °C 
in Schüttel- bzw. Belüftungskulturen angezogen. 
Nach E rreichen einer optischen D ichte (500 nm) von 
0,5 schloß sich die w eitere Behandlung an (siehe 
A bb. 2, 3 und 4; entw eder U m setzen in erhöhte 
T em peratu r, die Zugabe von 3 mg/ml L-Norvalin 
bzw. von 3 mg/ml DL-Serinhydroxamat oder ein Stop 
der Luftzufuhr bei Belüftungskulturen).

Im A nschluß daran erfolgte die M arkierung mit 
7 |iCi/ml [35S]L-Methionin (A m ersham , spez. A ktivi­
tä t 1300 Ci/m m ol). Nach 10 Min. w urden die [35S]l- 
M eth ionininkorporation  durch Zugabe von L-Me- 
thionin (40 fxg/ml) und Chloram phenicol (100 ^ig/ml) 
abgebrochen, die Probenextrakte nach Aufschluß 
der sedim entierten  und gewaschenen Zellen durch 
U ltraschall gew onnen und wie bei O ’Farrell [8 ] b e­
schrieben aufgetrennt. Nach Trocknung und Fluoro- 
graphie der G ele schloß sich die visuelle Ausw ertung 
an.

D er Nachweis der 3 H -U ridininkorporation sowie 
die Bestim m ung der A ktivität der A m inoacyl-tRNA - 
Synthetasen w urden wie bei H ecker et al. [19, 20] 
beschrieben durchgeführt.

D ank

D r. D. D ubnau (New York) danken wir für die 
Ü berlassung der B. subtilis-Stämm e IS 58 und IS 56, 
H errn  H. Kroll aus unserer A rbeitsgruppe für die 
M itarbeit an einigen Experim enten.
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