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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 relA 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 furthermore, 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 Mehrzahl der Bakterien lebt iiberwiegend un-
ter Bedingungen, die nur sehr niedrige Wachstums-
raten ermoglichen. Im Laufe der Evolution haben
sich verschiedene Strategien herausgebildet, die es
den Bakterien gestatten, solche Zeitraume zu iiber-
leben. Zum Verstiandnis der Physiologie der Mikro-
organismen ist es ganz allgemein notwendig, tiefere
Einblicke in diese ,,defensiven Strategien™ zu erlan-
gen, zu denen bei Bacillus subtilis neben der Sporula-
tion auch die ,stringent response“ oder die Hitze-
schockantwort zihlen [1].

Zellen von Bacillus subtilis bilden wie andere Or-
ganismen eine Reihe von Proteinen, wenn sie einem
kurzzeitigen Hitzeschock ausgesetzt werden [2, 3].
Ein Teil dieser vermutlichen Hitzeschockproteine ist
auch nachzuweisen, wenn experimentell eine
Aminosdurelimitation hervorgerufen wird [4]. In der
vorliegenden Arbeit soll der Zusammenhang zwi-
schen der (p)ppGpp-abhingigen , stringent control*
und der Synthese von Hitzeschockproteinen bei Ba-
cillus subtilis eingehend studiert werden.
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Ergebnisse
Induktion einer ,stringent control durch Norvalin

Nach Zugabe von Norvalin kann in B. subtilis IS58
(relA™, trp, lys) eine Akkumulation von (p)ppGpp
nachgewiesen werden, die in seinem ,,relaxed“ kon-
trollierten Partner IS56 (relA, trp, lys) ausbleibt.
Parallel dazu wird nur im Stamm IS58 (relA™) die
Synthese stabiler RNA, gemessen als [*H]Uridinin-
korporation im Dauermarkierungsexperiment, aus-
geschaltet (Abb. 1). Damit ist gezeigt, da3 Norvalin
eine ,stringent control® auslost (siehe auch [5]).

Norvalin bewirkt eine Wachstumshemmung in bei-
den Stimmen, wihrend der [*H]Thymidineinbau
ganz besonders in B. subtilis relA” eingeschrinkt ist,
woraus zu schluBfolgern ist, da auch die DNA-
Synthese einer ,stringent control® unterliegt (siche
[6, 7]). Untersuchungen zum Mechanismus der Nor-
valineinwirkung ergaben, dafl das Aminosédureanalo-
gon die Aktivitdten der Leucyl- und Isoleucyl-tRNA-
Synthetasen drastisch hemmt, wahrend die Aktivitat
der Valyl-tRNA-Synthetase nur wenig beeinfluf3t
wird (Abb. 1).

Die durch Norvalin ausgeiibte Wachstumshem-
mung kann durch Zugabe von Leucin bzw. Isoleucin
teilweise aufgehoben werden (nicht gezeigt). Damit
diirfte die Induktion der ,stringent control“ durch
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Abb. 1. Induktion einer ,,stringent control* in Bacillus subtilis durch L-Norvalin.

(A)EinfluB von Norvalin auf die [*H]Uridinincorporation; 0 bis 14 min.

(B) EinfluB von Norvalin auf die Aktivitdt ausgewihlter Aminoacyl-tRNA-Synthetasen.

(A)L-Norvalin (Zugabe zu logarithmisch wachsenden Zellen zum Zeitpunkt 0 Min.) verhindert in B. subtilis ISS8 (relA™)

die [*H]Uridinincorporation (Dauermarkierungsexperiment),

wiahrend die RNA-Synthese in B. subtilis IS56 (relA) trotz

Norvalinzugabe fortgesetzt wird. Parallel dazu tritt nur in den mit Norvalin behandelten Zellen von B. subtilis 1S58

verstarkt (p)ppGpp auf (nicht gezeigt).

(B) L-Norvalin hemmt die Aktivitat der Isoleucyl- und Leucyl-tRNA-Synthetasen in B. subtilis (gemessen als Beladung
der tRNA mit [“*C]r-Isoleucin bzw. ["*C]L-Leucin in Gegenwart und Abwesenheit von L-Norvalin), die der Valyl-tRNA-
Synthetase wird in den gewihlten Norvalinkonzentrationen nicht beeinflu3t. Enzymaktivitdt angegeben in % der Kon-

_trolle (ohne r-Norvalin). Verhiltnis von Isoleucin/Leucin/Valin zu Norvalin 1:0 (Kontrolle), 1:1, 1:100, 1:1000, 1:8000
bzw. 1:10000. Im Inkubationsansatz (insgesamt 100 ul) sind 4 nmol r-Isoleucin, L-Leucin oder L-Valin enthalten.

Norvalin auf eine verminderte Bereitstellung von
Leucyl- bzw. Isoleucyl-tRNA zuriickzufiihren sein,
wobei offen bleibt, ob diese alleinig durch die Hem-
mung der Aktivitit der Leucyl- bzw. Isoleucyl-
tRNA-Synthetasen ausgelost wird oder ob zudem
noch eine Beeinflussung der Leucin- bzw. Isoleucin-
biosynthese in Erwdgung zu ziehen ist.

Proteinsyntheseprogramm nach Induktion
wStringent control* durch Norvalin

einer

Nach Behandlung der Zellen von Bacillus subtilis
relA™ bzw. relA mit Norvalin wird in beiden Stim-
men eine Hemmung der [*S]L-Methionininkorpora-
tion ausgeldst. Um einen Einblick in die Synthese
einzelner Proteine nach Norvalineinwirkung zu er-
halten, wurden die mit [**S]L-Methionin markierten
Proteine im zweidimensionalen System nach O’Far-
rell [8] aufgetrennt. Dabei konnte in B. subtilis 1S58
(relA™) eine durch Norvalin ausgeloste Stimulation
der Synthese verschiedener Proteine auf dem zweidi-
mensionalen Gel beobachtet werden, die in B. subti-

lis IS56 (relA) nicht so deutlich zu verzeichnen war
(Abb. 2). Auf der anderen Seite sind nur wenige
Proteine auf den zweidimensionalen Gelen sicht-
bar, deren Synthese relA-abhéngig spezifisch ausge-
schaltet wird (nicht gezeigt). Ein ganz dhnliches Bild
ergibt sich, wenn die ,,stringent control* durch Zuga-
be von Serinhydroxamat induziert wird, woraus ab-
zuleiten ist, daB die verstdrkte Synthese einiger Pro-
teine wirklich durch die ,,stringent control* und nicht
spezifisch durch das Aminosdureanalogon Norvalin
ausgelost wird (Abb. 2).

Der Vergleich mit dem Proteinsyntheseprogramm
nach kurzzeitiger Hitzeeinwirkung zeigte, dal3 die
Mehrzahl der nach Aminosdurehunger mit erhohter
Rate synthetisierten Proteine zu den vermutlichen
Hitzeschockproteinen zu rechnen ist (Abb. 2 und 3).

Proteinsyntheseprogramm nach Induktion einer

Stringent control* durch Sauerstofflimitation

Verhindert man in logarithmisch wachsenden Zel-
len von B. subtilis die weitere Sauerstoffzufuhr (z. B.
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durch Abstellen der Luftzufuhr in einer Beliftungs-
kultur bzw. durch Einleiten von Argon), reagiert der
Stamm IS58 (relA™) mit einer sofortigen Bildung
von (p)ppGpp, wihrend sein ,,relaxed“ kontrollier-
ter Partner dazu nicht fahig ist.
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Abb. 2. Einflu von L-Norvalin (3 mg/ml) und pr-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 [*S]L-Methionin erfolgte 5 Min. nach der
Zugabe der Inhibitoren fiir insgesamt 10 Min. Durch Nor-
valin bzw. Serinhydroxamat wird die Synthese einiger Pro-
teine, insbesondere in B. subtilis 1S58 (relA™) stimuliert.
Dabei handelt es sich um vermutliche Hitzeschockproteine
(sieche Abb. 3 sowie Tab. I).

Damit 1aBt sich in B. subtilis auch durch eine
Sauerstofflimitation die relA-abhdngige ,stringent
control* auslésen. Unmittelbar nach dem Beliif-
tungsstop werden in beiden Stimmen die Wachs-
tumsprozesse eingestellt und die Inkorporation von
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Abb. 3. Nachweis vermutlicher Hitzeschockproteine in
B. subtilis 1S58 (relA™).

A: 37 °C—44 °C; B: 37 °C—48 °C; C: 37 °C—-50 °C. Kon-
trolle (37 °C) siche Abb. 2A.

Die Markierung der bei 37 °C wachsenden Zellen mit
[**S]L-Methionin erfolgte 5 Min. nach dem .temperature
shift up™ fir insgesamt 10 Min. Vermutliche Hitzeschock-
proteine sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Unter diesen
sind solche, deren Synthese sowohl durch Hitzeschock als
auch durch Aminosdurelimitation verstarkt wird (ausge-
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Abb. 4. Bildung von Hitzeschockproteinen in B. subtilis
1S58 (relA™) nach einer Sauerstofflimitation.

A: IS58; B: IS56.

Zum Zeitpunkt =0 Min. wurde die Luftzufithrung in
einer Beliftungskultur von B. subtilis unterbrochen.
20 Min. spiter erfolgte eine 10miniitige Markierung mit
[**S]L-Methionin. Vermutliche Hitzeschockproteine sind
mit Pfeilen gekennzeichnet (vergleiche dazugehorige Kon-
trollen in Abb. 2A und 2D).

In B. subtilis 1S58 (relA*) werden insbesondere die Protei-
ne verstdarkt produziert, deren Syntheseraten auch durch
eine Aminosiurelimitation stimuliert werden (siche Abb. 2
und 3 sowie Tab. I).

wihlte Beispiele bei Nr. 7, 8, 14, 17), wihrend andere
wiederum alleinig nach einer Hitzebehandlung intensiver
gebildet werden (z.B. 1-5, siehe auch Tab. I).
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[*H]Uridin in RNA drastisch reduziert (Hecker
et al., in Vorbereitung).

Wihrend die Syntheserate vegetativer Proteine
nach und nach abfillt, 146t sich wiederum insbeson-
dere im zur (p)ppGpp-Synthese befihigten Stamm
IS58 (relA™) eine Stimulation der Synthese solcher
Proteine verzeichnen, die auch nach Aminosiure-
limitation auf den zweidimensionalen Gelen mit er-
hohter Markierung auffallen und die wir als Hitze-
schockproteine angesprochen haben (Abb. 4).

Proteine, die nur nach O,-Limitation und nicht
nach Aminosdurelimitation mit erhohter Intensitat
produziert werden, konnten bei B. subtilis nicht ge-
funden werden (vgl. dagegen die Situation bei E. co-
li-Zellen, die bei einer Sauerstofflimitation auf einen
anaeroben Energiestoffwechsel umschalten kénnen)
[siehe 9].

In der Tab. I sind die Ergebnisse zusammengefal3t.

Diskussion

Fiir das Verstidndnis der Physiologie einer Bakte-
rienzelle ist die Kenntnis der Strategien, die sich in
Anpassung an die wachstumsbegrenzenden oder
liberlebensgefahrdenden Milieufaktoren herausge-
bildet haben, von erstrangiger Bedeutung [1]. Wir
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haben zwei solcher Milieufaktoren herausgegriffen,
die ohne Zweifel auch fiir die Okophysiologie von
Bacillus entscheidend sind: Die unzureichende Ver-
sorgung mit Aminosduren und die Sauerstofflimita-
tion. Gerade der O,-Mangel konnte fir Bacillus als
aerobes, im Boden lebendes Bakterium ein solcher
wachstumsbegrenzender Milieufaktor sein, der
adaptive Strategien geradezu ,herausgefordert” hat,
wie u.a. Untersuchungen iiber die Bildung von
cAMP insbesondere bei Sauerstoffmangel belegen
[10].

Wir konnten zeigen, dal die Sauerstofflimitation
dariiber hinaus eine ,stringent control“ bewirkt.
Offensichtlich wird bei Bacillus subtilis die ,,stringent
control* in Beantwortung ganz unterschiedlicher
physiologischer Belastungssituationen eingeschaltet,
da auch ein Mangel an Aminosiuren oder Glucose
die (p)ppGpp-Bildung auslést [11].

Uber die molekularen Mechanismen der |, strin-
gent control” liegen insbesondere fiir Escherichia
coli wesentliche Befunde vor (siche Ubersichten bei
[1, 12, 13]), wéhrend tber Bacillus subtilis in diesem
Zusammenhang nur wenig bekannt ist. Ganz allge-
mein kénnte man die Bedeutung von ppGpp fiir die
hungernde Zelle von E. coli darin sehen, daB dieses

Tab. I. Zusammenfassende Darstellung vermutlicher Hitzeschockproteine in B. subtilis (sieche Abb. 2, 3 und 4). Einflu
von erhohter Temperatur, Serinhydroxamat (S), Norvalin (NV) sowie einer Sauerstofflimitation. Intensitdt der Synthese

individueller Proteine von — bis +++++.

Protein-  B. subtilis IS58 (relA™) B. subtilis 1S56 (relA)

nummer Kontr. S NV O,-L. Kontr. NV O,-L.
37°C 44°C 48 °C 50 °C 37°C 37°C 37°C 37 °C 37 °C 3°C

1 = — + +++ (+) = = - = -

2 = &= ++ +++ + = = = = -

3 e +++ +++ S (+) + + +(+) + (+)

4 CONNNCY (+) ++ = (+) (+) ) -

5 +++ +++++ +++++ +++++ ++ ++++ ++ +++ +++ ++

6 + ++ ++ i + (+) +(+) + + +

7 +(+) ++++ ++++ ++++ +(+) +++ +++ ++(+) +++ +

8 ++ ++++(+) ++++ ++++ ++++ +++++ +++ (+) ++(+) +

9 + +(+) ++(+) ++(+) ++ ++(+) +(+) = + =

10 + ++(+) ++(+) +++ = +++ = (+) +(+) +

11 (+) ++ ++ ++ (+H)++ ++ ++(+) — (+) (+)

12 + ++(+) ++(+) ++(+) + +(+) +(+) (+) + (+)

13 +(+) ++(+) (+) ++(+) +++ +++(+) ++++ (+) + ++(+)

14 +(+) ++++ et oo ++++ +++ ++++ ++++ + ++ +(+)

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

16 + ++ (+) (+) ++(+) ++(+) ++ = (+) (+)

17 +++ +++++ ++++ +++++ +++++ +++++ +++++ (+) = +

18 (+) ++ + + (+) + + — +(+) (+)

19 ++ +++ ++(+) ++ ++(+) ++(+) ++(+) - + -

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

21 + ++ ++ ++ (+) ++(+) + (+) + (+)
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Alarmon am Abschalten von fiir Wachstum und Ver-
mehrung typischen Leistungen beteiligt ist, wihrend
es auf der anderen Seite Mechanismen auslost, die
dem durch ppGpp angezeigten Mangel entgegenwir-
ken konnen. Dariiber hinaus ist in jlingster Zeit ge-
zeigt worden, dall ppGpp auch in die Regulation der
Synthese der Hitzeschockproteine eingreift [14, 15].

In der vorliegenden Arbeit wurde deutlich ge-
macht, daB in B. subtilis einige der vermutlichen Hit-
zeschockproteine (siehe [4]) keinesfalls ausschlieB-
lich nach einer Temperaturerhdhung verstdrkt syn-
thetisiert werden, sondern auch in Beantwortung
einer Sauerstoff- bzw. Aminosdurelimitation. Diese
Reaktion erfolgt wahrscheinlich in Abhdngigkeit von
der ,stringent response”, da die ,relaxed*“ kontrol-
lierte Mutante weder zur (p)ppGpp-Bildung noch
zur massiv verstiarkten Synthese dieser Proteine be-
fahigt ist. Es kann vermutet werden, daf3 auch durch
Glucoselimitation, die im Experiment sehr einfach
durch Zugabe von a-Methylglucosid zu erzeugen ist,
eine dhnliche zellphysiologische Reaktion auftritt (in
Vorbereitung).

Damit scheint in der (p)ppGpp-abhingigen ,,strin-
gent control® offensichtlich ein zentrales ,,Verteidi-
gungssystem® der Zelle vorzuliegen, in dem ganz
unterschiedliche extrazelluldre Signale zur Synthese
von (p)ppGpp zusammengefiihrt werden, das dann
eine gleiche oder dhnliche Zellantwort auslost. Nach
unserer Kenntnis bewirkt diese (p)ppGpp-abhingige
Zellantwort bei Bacillus subtilis neben einer Ab-
schaltung der Synthese neuer Ribosomen bzw. DNA
[S, 7] sowie einer Einschaltung der Sporulation iber
eine Erniedrigung des zelluliren GTP-Spiegels [16]
insbesondere auch die verstirkte Produktion ver-
mutlicher Hitzeschockproteine. Es ist sehr wahr-
scheinlich, da3 diese bei physiologischen Belastungs-
situationen gebildeten ,StreBproteine” bei der
Adaptation an wachstumsbegrenzende Faktoren
eine wesentliche Schutzfunktion iibernommen ha-
ben. Offensichtlich werden diese Proteine immer
dann gebildet, wenn das Uberleben gefihrdet ist,
ganz gleich, ob die Zelle unter Sauerstoff-, Glucose-
bzw. Aminosduremangel ,leidet” oder ob sie einem
oxidativen bzw. einem Hitzestre3 (siehe [4]) ausge-
setzt ist. Man sollte erwarten, da3 auch Hitzeschock-
proteine als Sofortantwort auf ungiinstige Bedingun-
gen in friithesten Sporulationsstadien gebildet wer-
den. Es konnte sich dabei um Proteine handeln,
denen eine ganz allgemeine, die Integritdt der Zelle
und ihrer Membransysteme stabilisierende Funktion
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zukommt. Damit liegt hier ein Prototyp fiir eine
iberlappende Signalsequenz oder fiir eine globale
Kontrolle vor (siehe [1, 17]), bei der ganz unter-
schiedliche extrazelluldre Signale lber teilweise ge-
meinsame (Mangel an O,, Aminosduren, Glucose)
oder auch getrennte Wege (z. B. Aminosduremangel
und Hitze) bis zum gleichen Regulon gefiihrt
werden.

Die molekularen Mechanismen, die dieser kom-
plexen Genregulation bei Bacillus zugrunde liegen,
sind noch weitgehend unbekannt. Es ist an der Zeit,
die Rolle alternativer Sigmafaktoren der RNA-Poly-
merase, die fur Bacillus subtilis lang bekannt sind,
auch bei der Einschaltung des Hitzeschockregulons
im Detail zu studieren (siehe [3]).

Experimenteller Teil

Fur die Untersuchungen kamen die von Bacillus
subtilis Marburg 168 abgeleiteten Stdmme IS58
(relA™, trp, lys) sowie IS56 (relA, trp, lys) zur An-
wendung. Beide Stamme wurden in synthetischem
Medium nach Sterlini und Mandelstam [18] bei 37 °C
in Schuttel- bzw. Beliftungskulturen angezogen.
Nach Erreichen einer optischen Dichte (500 nm) von
0,5 schloB sich die weitere Behandlung an (siehe
Abb. 2, 3 und 4; entweder Umsetzen in erhohte
Temperatur, die Zugabe von 3 mg/ml L-Norvalin
bzw. von 3 mg/ml pL-Serinhydroxamat oder ein Stop
der Luftzufuhr bei Beluftungskulturen).

Im Anschlufl daran erfolgte die Markierung mit
7 uCi/ml [*S]L-Methionin (Amersham, spez. Aktivi-
tidt 1300 Ci/mmol). Nach 10 Min. wurden die [*S]r-
Methionininkorporation durch Zugabe von L-Me-
thionin (40 pug/ml) und Chloramphenicol (100 pg/ml)
abgebrochen, die Probenextrakte nach Aufschluf3
der sedimentierten und gewaschenen Zellen durch
Ultraschall gewonnen und wie bei O’Farrell [8] be-
schrieben aufgetrennt. Nach Trocknung und Fluoro-
graphie der Gele schloB sich die visuelle Auswertung
an.

Der Nachweis der *H-Uridininkorporation sowie
die Bestimmung der Aktivitdt der Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen wurden wie bei Hecker et al. [19, 20]
beschrieben durchgefiihrt.
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