150 WISSENSCHAFT

Bakterielle Stressantwort

Das stressige Leben des Bacillus

subtilis

INGO HANTKE, HEINRICH SCHAFER, REGINA KRAMER, KURSAD TURGAY
INSTITUT FUR MIKROBIOLOGIE, UNIVERSITAT HANNOVER

Here we present Bacillus subtilis as a model system to study protein
homeostasis and protein quality control in conjunction with the different
layers of its stress response systems. We established a new marker to
study protein aggregation in vivo. Furthermore, we observed that the
transcription factor Spx, which has already been characterized as a
central player to activate transcription of redox-chaperones during heat
shock and oxidative stress response, was also able to simultaneously
inhibit the transcription of translation-related genes as a second
response to stress.
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A Abb. 1: Ubersicht der Proteinqualitatskontroll- und Stressantwortsysteme in Bacillus subtilis.
Fehlgefaltete Proteine kdnnen sowohl durch Chaperone repariert (Riickfaltung) als auch durch
Proteasen abgebaut werden (Degradation). Spx ist als globaler Regulator bei Hitze und oxidativem
Stress in alle Prozesse involviert, hemmt dabei zusétzlich die Translation. Regulatoren sind blau,
Adapter grau, Proteasen und Chaperone rot dargestellt. #: Teil des generellen 6B-Stressregulons.

B Alle Organismen sind in ihrer Umgebung
verschiedenen Umweltbedingungen ausge-
setzt. Insbesondere schnelle und oft drasti-
sche Anderungen abiotischer Faktoren, wie
Temperatur, Wasser, Salz- und wechselnde
Sauerstoffkonzentrationen, konnen z. B. Pro-
teinentfaltung, -oxidation, Schaden an der
DNA/RNA oder Membranstruktur hervorru-
fen. Die Grundprinzipien der zelluldren
Stressantwort sind aufgrund der Ahnlichkei-
ten moglicher Schaden und deren Auswir-
kungen auf zelluldare Grundfunktionen stark
konserviert.

Ein wichtiger Aspekt zelluldrer Stress-
antwort ist die Kontrolle der Proteinhomdo-
stase. Daher ist ein funktionales Protein-
qualitatskontrollsystem (PQK) von ent-
scheidender Bedeutung. Hierbei kann die
Proteinhomdostase grundsatzlich durch zwei
Strategien gewéhrleistet werden: Zum einen
reparieren Chaperone wie Hsp70/DnaK fehl-
gefaltete Proteine und disaggregieren poten-
ziell toxische Proteinaggregate. Zum ande-
ren werden entfaltete und falsch gefaltete
Proteine durch Proteasekomplexe, z. B.
Hsp100/ClpCP, degradiert und entfernt. Die-
se in Abbildung 1 am Beispiel von Bacillus
subtilis dargestellten Mechanismen sind ubi-
quitdr und in allen Organismengruppen kon-
serviert [1, 2].

Stressantwort und Proteinaggregate
in Bacillus subtilis

Als Bodenorganismus muss B. subtilis schnell
auf Verdanderungen der Umgebung reagieren.
Der Gram-positive Modellorganismus eignet
sich daher gut fiir die Erforschung des PQK
und der bakteriellen Stressantwort. Wahrend
oft versucht wird, verschiedene Arten von
Stress im Labor separat zu untersuchen, han-
gen sie in der Natur meist zusammen und tre-
ten gemeinsam auf, beispielsweise hohe Tem-
peraturen, UV-Strahlung, Trockenheit und ein
damit verbundener Anstieg der Salzkonzen-
tration an einem heiBen Sommertag. Daher
hat B. subtilis wie alle Bakterien im Laufe der
Evolution generelle, aber auch spezifische
Systeme der Stressantwort entwickelt [2, 3].

BlOspektrum | 02.19 | 25.Jahrgang @Springer



Interessanterweise konnen B. subtilis-Zel-
len verschiedene Subpopulationen mit unter-
schiedlichen Eigenschaften ausbilden. Dar-
unter finden sich z. B. Biofilm-bildende oder
sporulierende Zellen. Auch die nattirliche
Kompetenzentwicklung zur Aufnahme von
exogener DNA ist eine Form der Stressant-
wort. Diese verschiedenen Strategien erho-
hen die Wahrscheinlichkeit, dass eine der
Subpopulationen den mdoglicherweise auf-
kommenden Stress iibersteht, und kénnen so
das Uberleben der Gesamtpopulation gew#hr-
leisten [4, 5].

Kiirzlich etablierten wir einen neuen Mar-
ker fiir subzelluldre, unlosliche Proteinag-
gregate, die sich beispielsweise bei Hitze-
stress im Cytoplasma anreichern. Das kleine
Hitzeschockprotein (sHsp) YocM, das B. sub-
tilis-Zellen bei Salzstress schiitzt, kann -
fusioniert an einen Fluoreszenzmarker —
intrazelluldre Aggregate sichtbar machen
(Abb. 2, [6]). So lassen sich verschiedene
Mutationen im PQOK einfach und schnell auf
deren Auswirkung auf die stressinduzierte
Bildung von toxischen Proteinaggregaten der
Zellen testen [6]. Neben der Entstehung von
unloslichen Aggregaten ldsst sich so auch
deren Auflosung bzw. Disaggregation in vivo
verfolgen.

Eine spezifische Disaggregase wie ClpB aus
Escherichia coli existiert in B. subtilis nicht,
allerdings kann hier die AAA+-ATPase ClpC
unldsliche aggregierte Proteine voneinander
losen, entfalten und dadurch zuriick in die
native Konformation leiten, im Komplex mit
der Protease ClpP aber auch abbauen. Diese
Auflosung von Proteinaggregaten, die ent-
weder zur Riickfaltung oder zur Degradation
fiihren kann, wurde in B. subtilis bisher nur
in vitro mit Modellsubstraten untersucht. Es
gab bereits deutliche Hinweise, dass diese
ClpC-Aktivitiaten von Adapterproteinen ab-
héngig sind [1, 7]. Der neu etablierte in vivo-
Disaggregationsassay (Abb. 2) soll nun
zusatzliche Erkenntnisse hinsichtlich der
Regulation und Relevanz von Disaggregation
und Degradation innerhalb des POK bringen.

Spx, ein Protein mit vielen Facetten

Interessanterweise zeigte sich, dass ein
Stressantwortsystem in mehrere Strategien
involviert sein kann. Ein Beispiel ist Spx, ein
zentraler Regulator bei der spezifischen Ant-
wort auf Thiol- und oxidativen Stress. Zusatz-
lich spielt Spx eine wichtige Rolle in der Hit-
zeschockantwort [8]. Wir konnten zeigen, dass
Spx fiir die Ausbildung von Thermotoleranz
von entscheidender Bedeutung ist. Thermo-
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A Abb. 2: Hitzestress fiihrt zur Denaturierung von Proteinen. A, Schema zur Hitzedenaturierung.
Ent- oder fehlgefaltete Proteine kdnnen daraufhin zu unléslichen Proteinaggregaten fiihren. Diese
Proteinaggregate werden durch Anlagerung des kleinen Hitzeschockproteins YocM fusioniert mit
mCherry im Fluoreszenzmikroskop in vivo sichtbar gemacht. B, Hitzesensitivere (Mitte, Aspx) bzw.

resistentere (unten, AclpX) Stamme akkumulieren

nach Hitzeschock (Pré-Schock: 15 min., 48 °C

+ 54 °C) mehr bzw. weniger YocM-mCherry-markierte Aggregate als der Wildtypstamm (oben).
C, In einer Ac/pC-Mutante beschleunigt die Synthese von CIpC (+ IPTG, Isopropyl-3-D-thiogalacto-
pyranosid) nach einem kurzzeitigen Hitzeschock (20 min., 52 °C) die Auflésung von Proteinaggre-

gaten (modifiziert aus [6]).

tolerante Zellen iiberleben eigentlich tod-
lichen Hitzestress durch eine Adaptation wah-
rend eines kurzen, nicht letalen Pra-Schocks.
Wiahrenddessen kommt es in den Zellen zu
einer Hochregulation von Genen des PQK, die
durch globale und spezifische Regulatoren
wie CtsR, HrcA, o® und Spx kontrolliert wer-
den und dabei helfen, toxische Proteinaggre-
gate zu verhindern und zu beseitigen (Abb. 1,
Abb. 2, [3]). Dieses priming schiitzt auch
gegen andere Typen von Stress. So kann ein
Pra-Schock durch eine erhdhte Salzkonzen-
tration auch vor einem letalen Hitzeschock
schiitzen, was den Zusammenhang zwischen
verschiedenen abiotischen Stressfaktoren und
die Zusammenarbeit der Stressantwortsyste-
me nochmal verdeutlicht.

Kiirzlich stellte sich heraus, dass die Rolle
von Spx in vivo deutlich vielschichtiger ist als
bisher angenommen. Als ungewohnlicher
Regulator, der per se kein DNA-Bindemotiv
besitzt und stattdessen mit der C-terminalen
Domane der o-Untereinheit der RNA-Poly-
merase (o-CTD) interagiert [9], bindet Spx
Sequenzen upstream von vielen Promotoren
im Genom von B. subtilis und aktiviert die
Transkription von Genen der Stressantwort
etwa auf Hitze, Kélte, Salz, oxidativen Stress
oder Zellwandantibiotika [10]. In diesen Sys-
temen der Stressantwort ist Spx oft zusam-
men mit anderen Stressregulatoren, wie o2,

CtsR und HrcA, aktiv (Abb. 1).Wir konnten
durch Mikroarrays und RT-qPCR zeigen, dass
Spx zusétzlich spezifisch Gene ribosomaler
Proteine sowie ribosomaler RNA herunterre-
gulieren kann [11]. Dadurch wird die Neu-
synthese von Ribosomen und in letzter Kon-
sequenz die Translation in der Zelle redu-
ziert. Dies zeigt, dass B. subtilis, wie andere
Organismen, gleichzeitig mehrere dhnliche,
aber auch sich ergdnzende Strategien der
Stressantwort verfolgt. Wahrend Chaperone
durch mehrere Stressantwortsysteme hoch-
reguliert werden, wird die Neusynthese von
Proteinen heruntergefahren und dadurch
gleichzeitig die Last auf das POK verringert.

Vielseitige Mechanismen - ein Ziel

Die Stressantwort von B. subtilis ist bereits
ausgiebig erforscht, und dennoch ist dieses
hoch komplexe System noch lange nicht voll-
standig verstanden. Es sind insbesondere die
Vielfalt der moglichen beteiligten Regula-
tionsnetzwerke sowie die Ahnlichkeit dieser
verschiedenen Systeme, welche die Stress-
antwort robust und effizient gestalten, aber
auch deren Untersuchung erschweren. AuBer-
dem werden die in der Natur vorherrschenden
Bedingungen im Labor oft separat untersucht.
Dadurch erhofft sich (und erhélt) die For-
schung zwar genaue Einblicke in einen spe-
zifischen Mechanismus, allerdings muss die
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physiologische Bedeutung immer im Gesamt-
bild betrachtet werden. Ein gutes Beispiel ist
der Transkriptionsfaktor Spx: ein Regulator
von Thiol- und oxidativem Stress, der zusatz-
lich wichtige Rollen in verschiedenen Regu-
lationsnetzwerken, wie der Kompetenzent-
wicklung, spielt und dariiber hinaus sogar
eine generelle Inhibierung der Translation
bei Stress mitbewirken kann [11].

Dies verdeutlicht, wie komplex, aber auch
interessant und vielseitig die Mechanismen
der bakteriellen Stressantwort sind. Dass
eben solche ClpCP-vermittelte Mechanismen
der POK und Stressantwort in den Fokus als
mogliches Ziel fiir Antibiotika geriickt sind
[12], zeigt dazu die Wichtigkeit des Ver-
standnisses der Proteinqualitatskontrollsys-
teme iiber die Grundlagenforschung hinaus.
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