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Zusammenfassung

Durch Hitze ausgelOster Stress fuhrt zur Fehlfgitumd Aggregation von zellularen
Proteinen. Inwiefern das Proteinqualitatskontraiteyn bestehend aus Proteasen und
Chaperonen das Gleichgewicht zwischen gefalteteh haschadigten, fehlgefalteten oder
sogar aggregierten Proteinen unter Hitzestresspedgen wiederherstellt, ist von groRem
Interesse.

In diesem Sinne wurde in dem ModellorganismuBacillus subtilis die
Thermotoleranzentwicklung im Hinblick auf die Emfsting von Proteinaggregaten in stark
hitzegestressten Zellen, die zuvor einem milderzdsithock ausgesetzt worden waren,
untersucht. Zellen, in denen das ClpXP-Proteasesy&thlte, wiesen deutlich weniger hitze-
induzierte Proteinaggregate auf, wahrend Chapaesm®naK oder die AAA+ ATPase ClpC
nur wenig Einfluss darauf hatten. Im Rahmen diégbeit konnte bestatigt werden, dass der
Transkriptionsfaktor Spx, der durch das ClpXP PFasésystem reguliert wird, eine
bedeutende Rolle fur die Thermotoleranzentwicklsgelt, indem er die Expression
redoxaktiver Enzyme, wie zum Beispiel Thioredoxeranlasst. Demzufolge waren anaerob
wachsendeB. subtilis Zellen unter starker Hitzeeinwirkung weniger aligalgegentber
Proteinaggregation als Zellen, die Sauerstoff azetgewaren.

Die hier gezeigten Daten sprechen dafur, dass dbuts fehlgefalteter Proteine vor
Oxidation eine entscheidende Rolle bei der Verhumig der Proteinaggregation unter
Hitzestress spielt.

Molekulare Chaperone, wie zum Beispiel Hsp90, saheiin Eukaryoten eine bedeutenden
Einfluss auf die Evolution zu haben, indem sie @r age sind als genetischer Puffer zu
agieren, um Organismen trotz genetischer Variatne normale Entwicklung zu
ermoglichen.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand darirs @aaperon HtpG au. subtilis welches
das bakterielle Homolog zu Hsp90 darstellt, genaudsetrachten und im Hinblick auf seine
Rolle in evolutionaren Prozessen zu untersuchen. lEsinte gezeigtwerden, dass die
gleichzeitige Anwesenheit von HtpG und ClpC notwgnfiir die Aufrechterhaltung des
Wachstums sowohl unter normalen, als auch unterzeklitessbedingungen ist.
Wechselwirkungen konnten jedoch nicht mit ClpC, Udafit Stoffwechselproteinen, mit
ribosomalen Proteinen, Triggerfaktor und der RNAyR®rase nachgewiesen werden. Ein

Einfluss von HtpG auf die Adaptation an einen lmsiten exogenen oder endogenen Stress



konnte nicht eindeutig bestimmt werden. Auch wurdasgeschlossen, dass HtpG
Auswirkungen auf bistabile SystemeBnsubtilishat.

Mit den hier gezeigten Ergebnissen ist eine endgiiAussage Uber die Bedeutung von HtpG
in B. subtilisund dementsprechend dessen Rolle in evolutionBremessen ohne weitere

Studien nicht moglich.



Abstract

Heat induced stress leads to misfolding and aggoegaf cellular proteins. It is of great
interest how the quality control system, consistirigoroteases and chaperones, restores the
balance between folded and damaged, misfoldedear aggregated proteins under heat stress
conditions.

According to that, thermotolerance development n#igg the formation of protein
aggregates in severely heat shocked cells primedroitd heat shock, usiracillus subtilis

as model organismwas examined. Cells lacking the CIpXP proteaseesysshowed
significantly less heat induced protein aggregattereas chaperones like DnaK or the
AAA+ ATPase CIpC revealed only little influence. this thesis it was confirmed that the
transcription factor Spx, regulated by ClpX®,important for thermotolerance development
by initiating the expression of redoxactive enzyymasch as thioredoxin. Consequentyy,
subtilis cells growing anaerobic were less vulnerable tagdn aggregation under severe heat
stress than cells exposed to oxygen.

The presented data suggest that protection of dexdoproteins from thiol oxidation during
heat stress plays a significant role in preventibprotein aggregation.

Within eukaryotes, molecular chaperons like Hspem to greatly influence evolutionary
processes evolution by acting as a genetic buffeertable organisms having a normal
development despite of genetic variation.

Another aspect of this work was the analysis ofchaperone HtpG iB. subtilis which is

the bacterial homologo Hsp90 and studying its impact on evolutionargcesses. It was
shown that the simultaneous presence of HtpG ap@ @ necessary for maintaining growth
under normal as well as heat stress conditions. édew no interaction was revealed with
ClpC but with housekeeping and ribosomal proteingger factor and RNA polymerase. An
influence of HtpG on the adaptation to a distinadgenic and endogenic stress could not be
clearly determined. Also, HtpG playing a role istable systems was excluded.

In conjunction with the presented results, a cosickl statement about the significance of
HtpG for the bacterial cell and accordingly itserakgarding evolutionary processesBn

subtiliscan't be made without further study.
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1. Einleitung

Jede Zelle kann im Laufe ihres Lebens durch phigsiscler chemische Veranderungen ihrer
Umgebung Stress ausgesetzt werden, der ihre glEmeréunktionen beeintrachtigt und
Proteine, Membranlipide sowie DNA beschadigen kdnr).

Aus diesem Grund haben Zellen aller Lebewesenzstielare Stressantwort entwickelt, die
von grol3er physiologischer und pathophysiologis@esteutung ist. Ein Aspekt dieser Arbeit
ist die Untersuchung der durch Hitze ausgeltstersSantwort auf die Entstehung von
Proteinaggregation im Hinblick auf das Proteas@ Ghaperonsystem in dem grampositiven
ModellorganismusBacillus subtilis Als Bodenbakterium ist dieses Bakterium in seinem
Habitat sich stdndig &ndernden Umweltbedingungesgesetzt und muss entsprechend auf
diese reagieren konnen. Dartber hinauBisubtilisdas am besten untersuchte grampositive
Bakterium und ist aus diesen Griinden bestens gatef{jn diese Experimente. Hitzestress
fuhrt zu Fehlfaltung von Proteinen, die daraufhichbrmehr in der Lage sind ihre Funktion
auszuuben. Hydrophobe Reste, die normalerweisamerén der nativen Struktur verborgen
sind, werden aufgrund der Fehlfaltung exponiert kidnen zur toxischen Aggregation von
Proteinen fuhren (1). Molekulare Chaperone schitregefaltete Proteine vor Aggregation,
unterstitzen die Proteinfaltung und sind in der e.afggregate aufzulésen. Proteasen
hingegen sind verantwortlich fir die Degradierungn vfehlgefalteten und aggregierten
Proteinen und tragen zusammen mit den Chaperonemdeutend 2zu der
Proteinqualitatskontrolle bei (3, 4). Des Weiteldimnen Proteasen Uber die kontrollierte
Degradierung von Schlusselregulatoren eine wichiRge bei der Genregulation und der
Signalverarbeitung spielen (5).

In einem weiteren Aspekt wurden evolutionare Pregedie zur Adaptation an sich andernde
Umweltbedingungen und Stress filhren genauer umierswahrend der Evolution werden
durch Selektion bestimmte Varianten beginstigt, sied innerhalb einer Population durch
zufallige Mutationen unterscheiden. Jedoch exmstielSysteme, die trotz genetischer
Variabilitdt eine normale Entwicklung der Organismend phanotypische Robustheit
garantieren (Kanalisierung) (6), wobei in diesemsatumenhang vermutet wurde, dass
molekulare Chaperone diese puffernde Funktion @enen konnen (7). Es konnte gezeigt
werden, dass dasHeat Shock Protein 90Hsp90 neben seiner Rolle als Chaperon eine
bedeutende Funktion in der Evolution von Eukaryoben (8), indem es in der Lage ist



genetische Polymorphismen abzupuffern (9). Daherdevudie Bedeutung desHijgh
Temperature Protein GHtpG, das bakterielle Homolog von Hsp90 im Hickliauf seine

Fahigkeit, an evolutionaren ProzesseBirsubtilisbeteiligt zu sein, diskutiert.

1.1 Zellulare Stressantwort in Bakterien

In ihrer natlrlichen Umgebung sind Bakterien stgngihr unterschiedlichen Bedingungen
ausgesetzt, die sich negativ auf ihr Wachstum alewi kobnnen. Um trotz physischer
Stressbelastungen oder Nahrungsmangel dem Zelltst der Zelllyse entkommen zu
konnen, haben Bakterien ein hoch komplexes regigates Netzwerk entwickelt (10). Eine
der ersten Antworten auf verschiedene stressrésguingungen ist die erhohte Herstellung
charakteristischer Stressproteine (10, 11). Daedi®teine sowohl nach Hitze-, Salz- oder
Saure- oder oxidativem Stress als auch auf GrumdGlokose- oder Phosphatmangel eine
erhohte Expression aufweisen, wird angenommen, slassine generelle und unspezifische
Schutzfunktion gegeniber verschiedenen Stresstaktaustiiben konnen (10). Neben diesen
generellen Stressproteinen, |6st jeder StressfalitoExpression spezifischer Stressproteine
aus (11).

1.1.1 Hitzeschockantwort in B. subtilis

Alle Organismen reagieren auf eine Erhéhung der €buggstemperatur mit der transienten
Induktion einer bestimmten Gruppe von Genen, diedfé@ sogenannten Hitzeschockproteine
kodieren. Die Primarstruktur dieser Proteine sdhawvischen den verschiedenen Organismen
hoch konserviert zu sein, so dass eine ahnlich&«tlursweise erwartet werden kann (12).
Die meisten Hitzeschockproteine konnen dem Protmiligtskontrollsystem, bestehend aus
molekularen Chaperonen und den ATP-abhangigen d&%ete zugeordnet werden (4).
Wahrend sie unter normalen Wachstumsbedingungen wichtige Rolle bei dede novo
Faltung von neusynthetisierten Proteinen und bei Rl®teinhomodostase spielen, werden
Chaperone und Proteasen unter Stressbedingungenzum Beispiel Hitzestress, fur die
Zelle unersetzlich (3, 13—-16). Durch Hitze ausgeldStress hat in der Zelle weitreichende
Konsequenzen, die auf Proteinebene zu Fehlfaltumd) Aiggregation von thermolabilen
Proteinen fuhren (17, 18), wobei aber nicht bekasintob Proteindenaturierung der Grund

fur die Letalitat durch Hitze ist oder eine Konseqm andere einleitender Ereignisse (19).
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Chaperone sind in der Lage ein oder mehrere kureptiddegmente, die reich an
hydrophoben Aminoséuren sind, zu binden. Solchetidsggmente kommen in nativ
gefalteten Proteinen meist im Innern, dem hydrophokern, vor. Bei noch nicht gefalteten
oder missgefalteten Proteinen werden diese Segregptmiert und kénnen von Chaperonen
gebunden werden. Dadurch wird verhindert, dass smdhrere solcher Segmente von
verschiedenen Polypeptidketten aneinanderlagern mmd Aggregation fuhren. Diese
Aktivitat der Chaperone wird als ,Halter*-Funktidrezeichnet und kann ATP-unabhangig
erfolgen (zum Beispiel kleine Hitzeschockproteind)ie Ruckfaltung in die aktive
dreidimensionale Struktur erfordert die ,Falter“Aktion, welche ATP-abhangig ist. Das
DnaK- und das GroEL/ES Chaperonsystem gehéren z@Gdepe der ,Falter’. Wiederum
andere Chaperone sind in der Lage Proteinaggrégd®eabhangig zu resolubilisieren (zum
Beispiel ClpB). Proteasen hingegen sind verantwebrfiir die Degradation fehlgefalteter und
aggregierter Proteine (1).

1.1.1.1  Funktionsweise des Chaperon- und ProteasesystemsBnsubtilis

Einige Vertreter des Chaperon- und Proteasesystéiesn der Hitzeschockantwort vds

subtiliseine zentrale Rolle spielen, werden im Folgendérenbetrachtet.

1.1.1.1.1 Das GroEL/ES Chaperonsystem

Das molekulare Chaperon GroEL wird zu der KlasseQleperonine gezahlt und erscheint
als Homooligomer aus zwei Ringen zu je 7 Unteratehe die jeweils eine grol3e, zentrale
Kammer bilden. Fehlgefaltete Proteine kdnnen mit dgdrophoben Resten an der offenen
Kammer interagieren (20). Das Ko-Chaperonin GroE#) Ring aus ebenfalls 7
Untereinheiten, bindet in Abhéangigkeit von ATP ddeckel” an eines der Enden von GroEL.
Dadurch wird die Kammer geschlossen und erhaltranfyy von Konformationsanderungen
einen hydrophilen Charakter, der dem Protein narAdli6ésen von der Kammerwand erlaubt,
so dass dieses in seinen nativen Zustand falten K&h-26). Dabei wird vermutet, dass
GroEL nicht aktiv an der Faltung des eingeschloS8ersteins teilnimmt. Eher agiert die
Kammer als ,Anfinsens Kafig“, der die sich faltend&onomere vor multimolekularer
Aggregation schutzt, indem er das Protein von dexgébung isoliert (27)Anschliel3ende
Hydrolyse des an GroEL gebundenen ATP ermoglighBilndung eines neuen Substrats und

3



ATP an dem gegentberliegenden GroEL-Ring. Zeitgldist sich GroES von der ersten
Kammer und gibt das Protein fi@1—-26)
Das GroEL/ES Chaperonsystem ist sowohEstherichia coli (28) als auch iB. subtilis

(29) unter allen Wachstumsbedingungen essentiell.

1.1.1.1.2 Das DnaK Chaperonsystem

Das Chaperon DnaK ist ein bakterielles Homolog Hézeschockprotein 70 (Hsp70)-
Familie, die in der Evolution sehr stark konservigurde und eine zentrale Komponente des
Chaperonsystems darstellt. Besonders gut wurde Es c¢oli charakterisiert. Es unterstitzt
die Faltung und Assemblierung neu synthetisiertetdie, die Ruckfaltung fehlgefalteter
und aggregierter Proteine (30-34) und verhindeet Alggregation von Proteinen unter
Stressbedingungen (35). Mit seiner C-terminalens8atbindedoméne bindet DnaK seine
Substrate Uber einen, im nicht-nativen Zustand eigoten, hydrophoben Bereich und
verhindert dadurch Aggregation oder unterstutzt ldierekte Faltung des Substrats. ATP-
Bindung an die N-terminale Nukleotidbindedomaneurggicht Konformationsanderungen in
der benachbarten Substratbindedoméne, durch wsichedie Substratbindetasche offnet.
Sein Co-Chaperon DnaJ, das ein @hnliches Bindemaé&vDnaK aufweist (36), fiuhrt DnaK
Substrate zu und stimuliert zugleich zusammen mam dubstrat die Hydrolyse des an die
Nukleotidbindedomane gebundenen ATPs. DadurcheftthBich die Substratbindedoméane
und das gebundene Substrat bleibt gefangen. Durcie dktivitatt des
Nukleotidaustauschfaktor GrpE wird die Freilassung ADP verursacht. Dies erlaubt eine
erneute Bindung von ATP, die Freilassung des Satsstmd damit kann der Chaperonzyklus
von vorne beginnen (4, 37). B. coli arbeitet DnaK sowohl mit Triggerfaktor, um, wie
bereits beschrieben, die Faltung von neusynthdagsié€’roteinen bei der Proteintranslation zu
unterstitzen (38-41), als auch mit dem AAAA&TPasesAssociated with various cellular
Activities) Chaperon ClpB, einem Protein der Hspl®lasse und den kleinen
Hitzeschockproteinen (IpbA und IpbB) zusammen, wol3g Proteinaggregate aufzulésen
und rickzufalten (42). Protein-Disaggregation wdidch die Bindung von DnaK und DnalJ
an den Aggregaten in Gang gesetzt (43, 44). Die$@glicht ClpB auch mit den Aggregaten
zu interagieren (45, 46). Nach Substratbindungssin der Lage fehlgefaltete Proteine ATP-
abhéngig und einzeln aus dem Aggregat herauszureiglke 47, 48). Die Rolle von DnaK

beschrédnkt sich dabei wahrscheinlich nicht nur adie ersten Schritte des



Disaggregationsprozesses. Es wird vermutet, dassa@gicherweise die solubilisierten
Polypetidketten an der Re-Assoziation mit dem Aggtehindert und somit effizient die
Proteinrickfaltung unterstitzt (42, 46, 49, 50)3&rtdem wird angenommen, dass die kleinen
Hitzeschockproteine durch Bindung an Aggregate icleemischen Eigenschaften so
verandern, dass die Chaperon-vermittelte Disagfjeegand Rickfaltung effizienter werden
(16, 51). In B. subtilis existiert weder ein Homolog fir ClpB noch fur die kleinen
Hitzeschockproteine IbpA und IbpB. Interessanteseeaieigt einelnaK Deletion einen nur
moderaten temperatursensitiven PhanotyR.isubtilis(52), wahrend dies i&. colizu einem
signifikanten Wachstumsdefekt fiuhrt (53). Dieses arRimen ist teilweise darauf
zuruckzufihren, dass 8. coliDnaK an der Regulation der Hitzeschockantwort bgtast

(54, 55), wahrend iB. subtilisder Repressor HrcA Uber GroEL/GroES diese Regulatio
ausubt (56). Auf die Hitzeschockregulation wirdged spater noch genauer eingegangen
werden. Auch zeigt ein Doppelknockout des Gempswelches fur Triggerfaktor kodiert und
von dnaK in B. subtilis (57) keinen besonders starken Phanotyp im Velgleaam
Organismu<. coli, der mit dem Fehlen dieser zwei Gene nicht lelédmgfist (38, 41). IB.
subtilis verursacht dahingegen die Deletion der Proteasmm eveitaus starkeren Phanotyp
(58-61). Dies lasst vermuten, dass das Proteingtsidontrollsystem i. subtilisanders als

in E. coli gestaltet ist. Proteasen und damit die Degradaionfehlgefalteten Proteinen und
Aggregaten scheinen . subtilis eine weitaus relevantere Rolle zu spielen als das
Chaperonsystem und damit die Ruckfaltung von deraten und aggregierten Proteinen,

was das Fehlen der Disaggregase ClpB zusatzlichtlggg5).

1.1.1.1.3 Das Proteasesystem

Proteasen spielen neben dem Chaperonsystem einéntigeic Rolle bei der
Proteinqualitatskontrolle. Wenn, aufgrund von zuneispiel andauernden Stress, das
Chaperonsystem mit der Rickfaltung der vielen uatgten und aggregierten Proteine
ausgelastet ist, wachst die Bedeutung des Proietises, das das Cytoplasma irreversibel
von aggregierten Polypeptiden bereinigen kannZ, 6

Hinzu kommt, dass wichtige regulatorische Protettie,den Zellzyklus und die bakterielle
Adaption oder Entwicklung kontrollieren, durch FRroltyse strikt reguliert werden
(regulatorische Proteolyse) (5, 63). Weiterhin kénroteolyse durch die Bereitstellung von



Peptiden, die weiter in Aminoséuren zerlegt werddgimnen, dem Zellmetabolismus
zugutekommen.

Im eukaryotischen Cytosol wird die ATP-abhangigetéindegradation durch das 26S
Proteasom ausgeubt (64). In Bakterien Ubernehmeschiedene Proteasekomplexe, wie zum
Beispiel Clp, Lon, ClpYP und FtsH diese Rolle (6hbei die Clp Proteasen das wichtigste
Proteasesystem B. subtilisdarstellen. Von entscheidender Bedeutung ist, Bastgasen im
Cytosol die Fahigkeit haben missen Substrate voteiRen, die nicht degradiert werden
sollen, zu unterscheiden. Ansonsten wirden wahirdadte denaturierte und aggregierte
Protein im Cytosol zuriickbleiben, wahrend aktivitiionierende Proteine degradiert werden.
Um diese unerwtinschte Degradation zu vermeidenjevuwahrend der Evolution Proteasen
mit einer speziell kompartimentalisierten Architgkt geschaffen, wobei sie einen
zylindrischen Komplex mit einer zentralen Pore &ild Die aktiven Reste liegen dabei im
Inneren dieser Pore verborgen, um die zufalligeraition von cytosolischen Proteinen mit
diesen Resten zu verhindern. Spezielle ringfornAdg@ase Komplexe der AAA+-Familie
erkennen, binden und entfalten Substrate und taiesen sie anschlielend unter ATP-
Hydrolyse in die Pore der Protease, die sie danmaurfhkleine Peptide zerlegt (Abbildung 1)
(63, 66, 67).

Clp Proteasesysteme in genereller und regulatorisen Proteolyse:

Die Protease CIpP setzt sich aus 14 Untereinheitsammen, die zwei heptamere Ringe
bilden. Die aktiven Reste von ClpP entsprechen nleiger Serinprotease (68), jedoch ist sie
nicht in der Lage grol3ere Peptide oder gefaltetteRre zu degradieren (69). Um ihre
vollstandige Aktivitat zu erhalten muss ClpP mind®AA+ ATPasen ClpA und ClpX irk.
coli oder CIpC, ClpE und ClpX irB. subtilis assoziieren. Diese Clp/Hsp100 Proteine
zeichnen sich durch eine oder zwei konservierte A2gmane (Nukleotidbindedoméne) aus,
die unter anderem ein Walker A- und Walker B-Magithalt, welches fir die ATP-Bindung
und ATP-Hydrolyse bendétigt wird. ClpC, CIpE, ClpAdi ClpB weisen dabei zwei AAA
Doménen auf, wahrend ClpX nur eine besitzt (63kafziich besitzen sie eine variablere N-
terminale Doméne, die unter anderem fiur die Sutesk@nnung dienen kann und in manchen
Fallen (zum Beispiel bei ClpC und ClpB) eine wast&romane, einen Linker, der sich in der
Nahe von der Verbindung der zwei ATPase Domanemdbetf (67, 70). Fur eine hohe
ATPase-Aktivitat und somit das Ausitben ihrer Fumktmissen diese AAA+ Proteine in

einen hexameren Komplex assemblieren.



ATPase

Peptidase 1 A& lj' /

Abbildung 1: Mechanismus des AAA+ Chaperon Proteas®@mplexes.Substrate werden erkannt und durch
das hexamere AAA+ Protein entfaltet. Das entfal&ibstrat wird in die Kammer der assoziierten Rlagt, in
der die Proteolyse uber die aktiven Seiten, didrimeren der Kammer liegen, durchgefihrt wird, tfansrt
(aus (63).

Substrate werden nicht, wie in Eukaryoten durch Plageasom am ,Ubiquitintag” erkannt,
sondern an kurzen Peptidsequenzen im Substrat,,Regron” oder Degradierungstag
genannt werden (70). Diese ,Degrons* kdnnen am NwWireus, am C-Terminus und im
Inneren verborgen sein (71, 72). Wird das Proteim Beispiel durch Stress entfaltet, liegt
das Degron zur Erkennung frei und das Protein lkdem jeweiligen Proteasekomplex zur
Degradation zugefuhrt werden (63, 70). Spezielleapidrproteine (73) kénnen an der
Substraterkennung beteiligt sein und diese modaieDadurch kann das Substratspektrum
erweitert und mannigfacher gestalten werden (74).

Ein konservierter Loop am C-Terminus sorgt fur lieeraktion des AAA+ Proteins mit dem
ClpP-Komplex und somit zu der Ausbildung des ATHRsEease Komplexes (75, 76). In
diesem aktiven Chaperon-Proteasekomplex erkennenhedkameren Clp ATPasen ihre
Substrate und entfalten sie ATP-abhangig, um sieealfaltetete Polypeptidketten in die
proteolytische Kammer von ClpP zu translozierergen sie anschlielRend degradiert werden
(Abbildung 1) (74). Jedoch interagieren nicht &@l/Hsp100 mit einem Proteasekomplex,
wie zum Beispiel das schon erwahnte AAA+ProteinBCpISE. coli.

In B. subtilisspielt ClpP zusammen mit seinen Clp/Hsp100 ATPasea wichtige Rolle in
der Proteinqualitatskontrolle, indem es an der Beégtion von fehlgefalteten Proteinen
beteiligt ist (5, 63, 77, 78). Dazu wurde der Effeklen die Clp Proteasen auf die
Proteinaggregation haben, untersucht, indem dial#@ngige Zunahme von radiogelabelten
fehlerhaften Translationsprodukten, die durch digabe von dem Antibiotikum Puromycin
induziert wurde, beobachtet. Fehlte das GerclgiP, clpC oderclpX war der Abbau dieser
radioaktiven Produkte im Vergleich zum Wildtyp \@rgsamt. Dies lasst vermuten, dass
ClpCP und CIpXP an der Degradation von Proteinagages inB. subtilisbeteiligt sind (77).



In zwei weiteren Studien konnte gezeigt werdens daipP, CIpC und ClpX mit unldslichen
Proteinaggregaten interagieren(79—81). Diese MPagegregate oder Inclusion Bodies
entstanden durch die Zugabe von Puromycin (77) ddesh die heterologe Uberexpression
von PorA, ein duReres Membranprotein Weisseria(79). In diesen beiden Studien konnte
eine Ko-Lokalisation der Clp-Proteasen mit deénclusion Bodies nachgewiesen werden
(77, 79). AuRerdem konnte kirzlich gezeigt werddass ClpP, ClpC, CIpE und ClpX, die
mit GFP markiert worden waren, fluoreszente Folcidi, die hauptsachlich an den Zellpolen
und an dem Ort, an dem sich die Zelle sich tedlkalisiert sind (80-82). In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass Clp Proteasen an Aggtagkturen lokalisiert sind und eine
Rolle in der Proteinqualitatskontrolle spielen (82}

Zusatzlich sind Clp Proteasen auch an der Kontrkadlker regulatorischer Prozesse, wie zum
Beispiel das Wachstum bei hohen Temperaturen, aki- $ind Ethanolstress und bei der

Entwicklung der Matilitdt, Kompetenz und Sporulatjdeteiligt (58).

Der ClpCP-Proteasekomplex

Der ClpCP-Proteasekomplex tbernimmtBnsubtiliseine Reihe verschiedener Funktionen.
Die Aktivitat von CIpC wird im Gegensatz zu ander@i®A+ ATPasen durch seine
Adaptorproteine wie zum Beispiel MecA, McsB und Ypbreguliert, die seine
Oligomerisierung zum aktiven Hexamer ermdglicherB).(7Zusatzlich spielen diese
Adaptoren eine wichtige Rolle bei der Substratenkeny. Es konnte gezeigt werden, dass
ClpCP zusammen mit MecA aggregierte Modellproteimevitro degradieren kann (83).
Daher scheint es nicht verwunderlich, dass ClpQdég Wachstum bei hohen Temperaturen
in B. subtilisbendtigt wird (84). AulRerdem wurde beobachtetsdalpC in Gegenwart von
MecA oder seinem Paralog YpbH, einem weiteren Aalgpbtein von ClpC, in der Lage ist,
Aggregation zu verhindern und sogar ahnlich zu GipE. coli Aggregate aufzulésen und
rickzufalten, wobei dieser Prozess langsamer aldDeigradation ablauft (83). Dies deutet
erneut daraufhin, dass iB. subtilis Degradation eine grol3ere Rolle als die Ruckfaltung
spielen konnte. Weiterhin ist ClpCP zusammen mit cMe auch an der
Kompetenzentwicklung beteiligt. Natlurliche Kompetdmedeutet, dass eine Subpopulation
von B. subtilisZellen in der stationaren Phase in der Lage kéty ® NA zu importieren (85).

In nicht-kompetenten Zellen inhibiert MecA die Aktat des Transkriptionfaktors ComK
(86), indem er ihn ClpCP zur Degradation zufuhmitiiert wird die Kompetenzentwicklung
durch einen Pheromon-vermittelten ,,Quorum sensMgthanismus, der in der Synthese von

dem Anti-Adaptor ComS resultiert (87, 88), der duBindung an MecA die Freilassung von
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ComK verursacht und seine Degradation verhinde8—4&). Dies und die positive
Autoregulation von ComK fihrt zu einem raschen Kenmtrationsanstieg des
Transkriptionsfaktors und somit zur Expression v@enen, die wichtig fur die
Kompetenzentwicklung sind (91).

In Zusammenarbeit mit einem weiteren Adaptorprotder Protein Argininkinase McsB, ist
der ClpCP-Komplex an der Regulation der KlasseHitlizeschockgene tUber den globalen
Repressor CtsR und somit an seiner eigenen Regulbéteiligt. Dies wird unter 1.1.1.2.3
detailliert beschrieben werden. Jedoch scheintedi@sase auch noch eine andere Funktion
aufzuweisen.

Kompetenzentwicklung ist iB. subtilisgekennzeichnet durch die Synthese von zahlreichen
cytosolischen und Membran-lokalisierten Proteinghe an den Zellpolen zu einer
molekularen Maschine assemblieren. Diese molekW&aschine ist verantwortlich fir die
Internalisierung, die Prozessierung und chromosermaégration transformierter DNA (92).
Nun konnte gezeigt werden, dass sowohl die Prateaskn McsA und McsB, als auch ClpP
und eine der beiden AAA+ ATPasen, ClpC oder Clpkedrolle bei der Auflosung dieses
DNA Rezeptors- und Translokasekomplex zu spieléeisen. Zudem sind McsB, ClpC und
ClpP in kompententen Zellen an den Zellpolen Iakait. Es wird vermutet, dass diese
Delokalisierung durch die Degradation eines unbetean Ankerproteins durch ClpCP oder
CIpEP Uber McsB, das autophosphoryliert und durdsMaktiviert wurde, in einem ATP-
abhangigen Prozess verursacht wird (92).

Weiterhin ist CIpC an der Regulation der Sporulatidurch spezifische Degradierung des
anti-sigma Faktors SpollAB, der Zellwandsynthesachd die Degradation von MurAA, ein
Enzym, das in den ersten Schritten der Zellwandgbitb&ese involviert ist, der Motilitat, der

Chemotaxis sowie der Autolysin-Synthese beteib@; ©3—-95).

Der ClpXP Proteasekomplex
Die ATPase ClpX besitzt neben der AAA+ Doméane ured C€lpP-Bindestelle ein N-

terminales Zinkfinger-Motiv. Eine Struktur-Funktiemalyse derE. coli ClpX ATPase

zeigte, dass eine Zink-defiziente Mutante weder AirRlen, noch oligomerisieren oder mit
ClpP interagieren konnte (96).

Seine Expression wird durch Hitze und schwach d®alzstress induziert (61). ClpX ist
essentiell fur das Wachstum v@n subtilisbei hohen Temperaturen (60). Im Komplex mit
ClpP ist ClpX wie ClpC auch an der Proteinqualkétgrolle inB. subtilisbeteiligt, indem es
SsrA-getaggte Proteine mit Hilfe des Adpaterprate8spB entfaltet und degradiert. Die
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SsrA-Erkennungssequenz ist eine kurze, unstrukteri®eptidsequenz, die an den C-
Terminus unvollstéandig translatierter Proteine ereteerten Ribosomen angehéngtd und
diese somit fur die Degradation markiert (97, @)satzlich spielt CIpXP in regulatorischen
Prozessen eine wichtige Rolle. Bei UntersuchungamclpX und clpP Deletionsmutanten
traten viele phanotypische Veranderungen gegendiéer Wildtyp auf, darunter auch eine
Stérung der Kompetenzentwicklung. Untersuchungen Soppressormutanten ergaben, dass
eine Loss-of-FunctionMutation desspx Gens inclpX und clpP Kompetenzentwicklung
wiederum ermdglicht (65, 86, 99). Spater konnteeggzwerden, dass Spx durch ClpXP
degradiert wird (100). Diese Degradation kann dutak Adapterprotein YjbH beschleunigt
werden (101). Spx ist ein globaler Regulator dadatkven Stressantwort iB. subtilis der
als Transkriptionsfaktor die Transkription mehreteundert Gene reguliert (102-105).
Wahrend Spx dabei als positiver Regulator Genevigktj die in der Thiolhomodostase eine
Rolle spielen, reprimiert es gleichzeitig die Exgmien von Genen, die im Metabolismus
sowie in Entwicklungsprozessen involviert sind (1@84). Unter diesen ist auch dsd
Operon, das fur ComS kodiert und somit eine Rolleer Kompetenzentwicklung spielt. Dies
erklart nun auch den Kompetenzeffekt in dgpPaund clpX Mutanten, die zu einer massiven
Akkumulation von Spx fuhren, was zur Folge hat,sddassrf Operon nicht abgelesen und
damit ComS nicht exprimiert werden kann (104). Mbendtigt also ClpXP fur die
Degradation von Spx, wobei dies auch die Kompetamaeklung ermdoglicht.

Auf Spx wird im Abschnitt 1.1.2.1 noch genauer eigangen werden, jedoch kann an diesem
Beispiel gezeigt werden, wie eng einzelne Stressatgén miteinander verknupft sind und
wie wichtig Proteasesysteme bei der Regulation ufgerschiedener Entwicklungsprozesse

ist.

Der CIpEP-Proteasekomplex

Wie schon erwéhnt besitzt ClpE zwei AAA+ Doméanenf3&rdem weist es, wie ClpX ein N-
terminales Zink-Finger Motiv auf, das essentietl die ATPase-Aktivitat ist (106). Es konnte
gezeigt werden, dass CIpE, wie CIpC auch Teil dégeHnduzierten CtsR-Regulons ist
(107). Jedoch scheint CIpE nicht, wie ClpC, Clp>eo€IpP essentiell fir das Wachstum bei
hohen Temperaturen zu sein (107). ClpE scheinseim kurzlebiges Protein zu sein, dass
sehr strikt durch CtsR reguliert und nur unter etzess exprimiert wird, um daraufhin nach
kurzer Zeit durch CIpCP Uber das Adapterprotein Biaseder degradiertzu werden (5, 108).
Neben ClpCP scheint auch CIpEP bei der RegulaworKthsse Il Hitzeschockgene beteiligt
zu sein (106). Dies wird jedoch in Abschnitt 1.2.3. naher erlautert werden. Weiterhin
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konnte beobachtet werden, dass ClpE mit Hitze-irlten Jnclusion Bodi€’ interagiert
und vermutlich zusammen mit ClpP auch am Abbauaggregierten Proteinen beteiligt. Es
ist vorstellbar, dass ClpCP und CIpEP synergistlsghder Disaggregation nach Hitzestress
agieren. Beide Systeme konnten weiterhin einanderDisaggregationsprozess ersetzen
(106).

ClpYQ, Lon, FtsH:

Der Proteasekomplex ClpYQ setzt sichEn coli aus der hexameren Serinprotease ClpQ
(HslV) und der AAA+ ATPase ClpY (HslU) zusammen 93Q11) und lokalisiert an der
cytoplasmatischen Membran (70). Zu seiner Funkisbralartber hinaus noch nicht sehr viel
bekannt. InB. subtilisweisen CodW und CodX eine Ubereinstimmung von 5h%hrer
Aminosauresequenz zu HslV und HslU dtiscoli auf und kdnnen zusammen als ATP-
abhangige Protease agieren (112).

In der hexameren Lon und FtsH Protease sind die AAAPase und die Protease Doméanen
auf einer einzelnen Polypeptidkette fusioniert (63)Yahrend Lon als cytosolische
Serinprotease agiert (113), st FtsH eine Zink-Mepaotease mit einer
Transmembrandoméne (114. subtilis kodiert fir zweilon Gene,lonA und lonB. Beide
Gene spielen eine Rolle bei der Sporulation (1185),1jedoch wirdlonA bei Hitze-,
osmotischem und oxidativem Stress induziert (1iw8hrend LonB in der frihen Spore
wahrend der Sporulation exprimiert wird (118tsH konnte als generelles Stressgen
identifiziert werden, das aufgrund von osmotischeatder Hitzestress voribergehend
induziert wird (119).

Im Gegensatz zlE. coli ist ftsH in B. subtilis nicht essentiell, zeigt jedoch einen sehr
vielfaltigen Phanotyp. FehlftsH sind die Zellen sehr anféllig gegentber Hitze- und
Salzstress, jedoch scheint es nicht an der Regunldgr Hitzeschockantwort beteiligt zu sein.
Des Weiteren ist FtsH in der Sporulation und in 8ekretion von Exoproteinen involviert
(120).

1.1.1.1.4 Das Chaperon HtpG

Proteinexpression und Domanenorganisation:
HtpG ist das bakterielle Homolog von eukaryotischidsp90. InE. coli ist die Expression

von HtpG durch den Sigmafaktos)( %2, der fir die Expression der Hitzeschockgene
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zustandig ist, kontrolliert (121). IB. subtiliswird htpG durch einers”-abhangigen Promotor
und zusétzlich durch eine DNA Sequenz (GAAAAGG}, glownstrearhidesc”-abhéngigen
Promotors lokalisiert ist, reguliert (122, 123). a&d vermutet, das$itpG durch einen
transkriptionalen Aktivator Uber diese Sequenz,fdredie Induktion durch Hitze essentiell
ist, positiv reguliert wird (122).

HtpG und Hsp90 sind in ihrer dreidimensionalen I8tru hochkonserviert und in drei
globulare Doméanen gegliedert: Eine N-terminale,eemittlere und einer C-terminale
Doméne (Abbildung 2).

Die N-terminale Domane besitzt eine ATP- Bindesteihd ist bei Hsp90 verantwortlich fur
die Interaktion mit Ko-Chaperonen und den InhiletoGeldanamycin und Radicicol.

ATP Binding 216 276 Middle 555 Dimerization gg7
Hsp90 C linker_| ) 724
HtpG . ] ) 624
211 221 502

Abbildung 2: Organisation der Domanen der Hsp90 Prteine. Hsp90 Proteine bestehen aus einer ATP-
Binde- (ATP Binding®), einer mittleren (Middle*) und einer DimerisierungsdomaneD{erization®).
Prokaryotische Homologe (HtpG) besitzen einen safrkiirzeren Linker zwischen der aminoterminalane
mittleren Domane. Au3erdem fehlt ihnen der ungefdhiAminosaurereste lange, carboxyterminale Schwanz
der auf MEEVD endet und fiir die Bindung von Ko-Chiagmen mit einer TRP-Doméane verantwortlich ist (aus
(124).

Wahrend in Hsp90 die mittlere Domane fur die Binglumon Substraten (Clients)
verantwortlich zu sein scheint (124), ermdglich¢ di-terminale Domane die Dimerisierung
von Hsp90 bzw. bakteriellem HtpG. In Hsp9O0 ist di@&omane notwendig fur die Bindung
einiger Ko-Chaperone (125, 126). Kirzlich konntehadlr HtpG gezeigt werden, dass
Aminosaurereste der mittleren und der C-terminddlemane, die an der Oberflache der
Furche liegen, welche durch das HtpG-Dimer gebildet! eine wichtige Rolle bei der
Bindung von Clients spielen (127).

Im Gegensatz zu Hsp90 fehlt HtpG der flexible, hgeladene Linker zwischen N-terminaler
und mittlerer Doméne. Es wird vermutet, dass didsech die Bindung degPhosphats des
ATP-Molekuls die ATPase von Hsp90 stimulieren kann.

Ebenso fehlt der ungefahr 40 Aminosaurereste langdoxyterminale Schwanz, der bei

Hsp90 flr die Bindung von Ko-Chaperonen mit einRBPfDoméane benétigt wird (126).
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ATPase-Aktivitat und HtpG Trap:

Vergleichbar zu Hsp90 sind auch in HtpG die Konfatimnsédnderungen eng an ATP-
Bindung und Hydrolyse geknipft, wobei beide eindirsechwache ATPase-Aktivitat
aufweisen (125, 126, 128, 129).

In Saccharomyces cerevisid@nnte gezeigt werden, dass die ATPase-Aktiviéaeatiell fur
die in vivo Aktivitat von Hsp90 ist (130-132). ATP Bindung uhgdrolyse fuhren zu hoch
dynamischen Konformationséanderungen, die esseifiieltlie Interaktion mit Ko-Faktoren
und fir die Erkennung und Faltung der Clients ¢ii&B).

Eine in dieser Arbeit verwendete Variante von Htp@, folgenden HtpG Trap genannt,
zeichnet sich durch einen einzelnen Basenaustansdér ATPase Domane von HtpG aus.
Dies fuhrt zu einem Aminosaureaustausch an PosBibrnvon Glutamat zu Alanin. Im
Wildtyp Protein fungiert das Glutamat als katalgttis Base: Nach Abzug eines Protons vom
Wassermolekil ist dieses nun in der LageydBbiosphat von ATP anzugreifen und somit die
Hydrolyse von ATP zu ermdglichen. HtpG Trap ist elakhwar in der Lage ATP zu binden,
jedoch nicht zu hydrolysieren. Die Verwendung diegeitante basiert auf der Hypothese,
dass maogliche Substrate, die mit HtpG unter ATRdBIg interagieren nicht mehr freigesetzt
werden kénnen sondern gefangen bleiben und ihr&tiemnebenfalls nicht mehr ausiben
kénnen. Somit ware es mdglich, dass ein Effekt, dlech HtpG verursacht wird, mittels

dieser Variante verstarkt wird.

Funktionen von HtpG:

Wahrend in Eukaryoten Hsp90 essentiell ist und mnsen mit seinen Ko-Chaperonen einen
wichtigen Regulator der Zellfunktion darstellt (33#&t die Funktion von HtpG in Bakterien
noch nicht eindeutig geklart. Es scheint weder unbemalen Bedingungen noch unter Stress
essentiell zu sein (135).

Die Transkription vorhtpG wird in B. subtilisnicht durch osmotischen Stress, durch Ethanol
oder durch Sauerstoffmangel induziert, jedoch ka&ina Induktion um das zehnfache auf dem
Level der Transkription und Translation durch einelbtzlichen Temperaturanstieg
beobachtet werden (123). Trotzdem UbhtpG weder Einfluss auf die
Thermotoleranzentwicklung aus, noch agiert es Akrimometer der Zelle (135). Zusatzlich
zeigte die Uberproduktion von HtpG B. subtiliskeinen Effekt und ist auch nicht in der
Lage den Wachstumsdefizit einsh Deletionsmutante auszugleichen (123), wie esEur

coli berichtet werden konnte (136).
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Uberexpression von HtpG irE. coli fihrt zu filamentésem Wachstum, das einen
Zellteilungsdefekt vermuten lasst und zu einer BEez-Sensitivitdt. Die Mechanismen, die
zu diesen Phanotypen i&. coli fihren sind bisher noch nicht anndhernd geklaz)1
Demgegeniber bewirkt die Deletion dd#pG Gens in E. coli einen leichten
Wachstumsdefizit bei hohen Temperaturen (137). &féitrend beobachteten Genest et al.,
dass HtpG zusammen mit dem DnaK Chaperonsystemddieh Hitze inaktivierten
Modellsubstrate Luziferase und Glukose-6-Phospleitydrogenase aufgrund ihrer ATP-
abhangigen Remodeling Aktivitat reaktivieren konnten. Da andere Modalistrate, wie
GFP oder MDH jedoch nicht durch die Zusammenarbesser zwei Systeme reaktiviert
werden konnten, schlossen sie daraus, dass di@alodtion dieser zwei Chaperone eine
Substratspezifitat aufweist (138). Zudem ist Htp@& der Lage durch Hitze inaktivierte
CitratsyntKaninchen ~ zu  stabilisieren und die Aggtemn  dieser  unter
Hitzestressbedingungen zu verhindern (139).

In Cyanobakterien konnte eine essentielle RolleHtwG unter Hitzestress nachgewiesen
werden. Cyanobakterien sind Bakterien, die oxygedPleotosynthese betreiben und
Ahnlichkeiten zu Chloroplasten photosynthetischerkdfyoten aufweisen. Wahrend die
Inaktivierung von HtpG keinen Einfluss auf das W&tam unter normalen Temperaturen
hatte, verursachte die Deletion des Gens schombderat hohen Temperaturen den Zelltod
dieser Bakterien (140).

Bakterielle Clients und Ko-Chaperone von HtpG:

Sehr wenig ist bekannt tber potentielle Clients filwdChaperone von HtpG in Bakterien.
Bis jetzt konnte fUrE. coli das Protein L2, eine Komponente der 50S ribosamale
Untereinheit als Client identifiziert werden. Hiagh erkennt HtpG L2 sehr spezifisch und
seine ATPase-Aktivitat wurde in Abhangigkeit diesegsomalen Proteins um das zehnfache
gesteigert (141).

Yosef et al., konnten in ihrer Studie zeigen, ddgsG das CRISPR (Glustered_Regularly
Interspaced Short Palindromic RepeatSystem irE. coli positiv reguliert und essentiell fur
Funktion des Cas3 Proteins, einer Komponente dekKSERR Systems, ist (142). Dieses
System spielt zusammen mit deas Genen in Prokaryoten eine Uberaus wichtige Radie b
der Abwehr von Viren, Phagen, horizontal transfégreDNA (143-145) und RNA (146),
wobei Cas3 fur die Abwehr eintreffender DNA benttigrd (145).

Im Fall des CyanobakteriunfSynechococcus elongat®CC 7942 konnte gezeigt werden,

dass HtpG mit der Uroporphyrinogen Decarboxylaseragiert, ihre Aktivitat reprimiert und
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somit in der Regulation der Tetrapyrrol Biosynth@seolviert sein konnte (147, 148). Im

gleichen Modellorganismus konnten Sato et al. darie dass cyanobakterielles HtpG eine
wichtige Rolle bei der Assemblierung und Stabili@in Phycobilisomen spielt. Dies sind
grof3e Proteinkomplexe, die an der Absorption vektebmagnetischer Energie in Form von
Licht geeigneter Wellenlange beteiligt sind (149).

Uber die Bindestellen der Clients sowohl fir eukdéisches Hsp90 als auch fiir sein

prokaryotisches Homolog ist jedoch sehr wenig bekén Abbildung 2) (132).

1.1.1.2 Regulation der Hitzeschockgene

Die Hitzeschockgene vaB. subtiliswerden aufgrund der Regulation der Genexpressidn i
verschiedene Klassen unterteilt und bilden zusamden Hitzeschockstimulon (10, 12).
Dieses ist Teil eines komplexen regulatorischenzWetks, auf das in dem folgenden

Abschnitt genauer eingegangen wird.

1.1.1.2.1 Klasse | Hitzeschockgene

Insgesamt gibt es neun Klasse | Hitzeschockgeree,rdizwei Operons unterteilt werden
konnen. Wahrend das heptacistroniscimak-Operon die GendarcA, grpE, dnaK dnaJ
ygeT, ygeU und ygeV beinhaltet, umfasst das bicistronisadm®E-Operon die Gene, die fur
GroES und GroEL kodieren (150, 151). Die Expressimser Operons wird {iber einefl-
abhangigen Promotor sowie durch CIRCE-Elementeor(rolling inverted _repeat of
chaperone_expression(152), Operatorsequenzen, die aus einem pernfgkttierten Repeat
von 9 Bp, getrennt durch einen 9 Bp Spacer, besiddoatrolliert (153). HrcA, der Repressor
der Klasse | Hitzeschockgene (154}eragiert als Oligomer Uber sein Helix-Turn-Helix
DNA-Bindemotiv mit dem CIRCE Element und verhindedmit die Expression detnak
undgroE Operons (155).

Das GroE-Chaperonsystem ermdglicht die Interaktiom HrcA mit der DNA und reguliert
somit die Expression der Klasse | Hitzeschockg@&teigt die Konzentration fehlgefalteter
Proteine aufgrund eines Hitzeschockes, wird derl RooGroE Proteinen vorubergehend
verringert, wodurch HrcA inaktiviert wird. Dies hagine Induktion der Klasse |

Hitzeschockgene zur Folge (156).
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1.1.1.2.2 Klasse Il Regulon

Ungefahr 150 Gene der generellen Stressantwortenedldm Klasse Il Regulon zugeordnet.
lhre Expression wird zumeist durch den alternati@8@mafaktoro® reguliert. Einige besitzen

zusétzliche Promotoren, die zum Beispiel vofi-abhéangig sind. Zusatzlich tragen
Repressoren und Aktivatoren zur Regulation des d€lds Regulons bei, wobei zu diesen
Genen unter anderem Vertreter der Klasse Il Hazeskgene gehdren. Das Klasse |l
Regulon wird beim Ubergang in die stationare Phaewie durch eine Reihe von

verschiedenen Stresssituationen induziert. Dazwrgaehhohe und niedrige Temperaturen,
Salz, Ethanol und Saurestress. Diese generellssatrvort schiitzt auch vorbeugend vor
verschiedenen Stresssituationen, denen die Zetle nicht ausgesetzt war (157). Einige der
oB—abhangigen Gene kodieren fiir Masterregulatoreninderseits die Expression von Genen

regulieren, welche zur generellen Stressantwottdggan (158).

1.1.1.2.3 Klasse Il Hitzeschockgene

Vertreter der Klasse Ill Hitzeschockgene sind uateterentlpP, clpE unddasclpC Operon,
welches die Gene umfasst, die fur CtsR, McsA, MasB ClpC kodierer5, 66, 107). Die
Expression wird durcle®. und ®-abhangige Promotoren und den globalen Repress#t Ct
reguliert. Dieser besitzt eine DNA bindende Domamé einem Helix-Turn-Helix Motiv,
einer Dimerisierungsdomane sowie einer Hitzesemsonéhe. Wahrend CtsR unter normalen
Bedingungen die Expression der Klasse Il Hitzeskgene durch Bindung an desf-
abhangigen Promotor verhindert, 16st sich CtsRHaestress von der DNA und wird tber
die Bindung der autophosphorylierten und durch Me&#vierten ProteinkinaddcsB (159,
160) inhibiert und der Degradierung durch CIpCP efilgrt. Man vermutet, dass eine
Phosphorylierung von zwei Argininresten in ClpC (Rt R245) durch McsB fiir die McsB-
vermittelte Aktivierung von CIpC benétigt werden6). In nichtgestressten Zellen ist die
Aktivitat von McsB durch ClpC und der PhosphataselEY inhibiert (162). Damit ist CIpC
ein positiver Regulator der Hitzeschockantwortalsh seiner eigenen Expression (160, 163,
164).

Es wird vermutet, dass CIpE ebenfalls bei der R dieser Gruppe von
Hitzeschockgenen eine Rolle spielt. Mutanten, imetedasclpE Gen deletiert wurde, weisen

eine weniger effektive De-Repression und Re-Remesgdurch CtsR bei Hitzestress auf
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(106). Auch scheint CIpE bei der Degradierung vasRCbeteiligt zu sein, wobei McsB als
Adaptor dienen konnte (5).

1.1.1.2.4 Klasse IV Hitzeschockgene

Der Klasse IV der Hitzeschockgene wird eine Grupjmm Genen zugeordnet, deren
Expression auch als Antwort auf Stress geschiaktRegulation dieser Gene, zu denen unter
anderem auclelpX, htpG tig, lonA undlonB zahlen (5), ist jedoch weitgehend unbekannt.
Bisher konnte nur gezeigt werden, daspstream von clpX ein durch Hitze induzierbarer,

o”-ghnlicher Promotor existiert (61).

1.1.1.2.5 Klasse V Hitzeschockgene

Vertreter der Klasse V Hitzeschockgene sind Bn subtilis zwei Membran-assoziierte
Proteasen, HtrA und HtrB, die eine zentrale Ro#leder zellularen Antwort auf Hitze- und
Sekretionsstress spielen. lhre Expression wird iaesr Zwei-Komponenten-System CssR-
CssS, welches als Sensor fir extracytoplasmatiseaungsstress agiert, kontrolliert (165,
166).

1.1.1.3 Thermotoleranz

Bestimmte Arten von Stress, wobei milder Hitzestresigeschlossen wird, konditionieren
Zellen und Organismen, um sehr hohe Temperaturiensahst letal waren, zu Uberleben.
Dieses Phanomen wird induzierte Thermotoleranz m@ndda alle Arten von Stress, die
Thermotoleranz auslésen kénnen, auch die SyntheseHitzeschockproteinen induzieren,
wird vermutet, dass diese Proteine die Zellen ven @xtremen Temperaturen schitzen
konnen. InSaccharomyces cerevisia®wie in Aabidopsis thalianakonnte demonstriert
werden, dass Hspl04, das Homolog der AAA+ ATPaseBCh Eukaryoten fur die
Ausbildung der Thermotoleranz bendtigt wird (1688)L Auch inE. coli scheint vor allem
die Disaggregation und Rickfaltung von ProteinercllClpB, das DnaK-Chaperonsystem
und durch die kleinen Hitzeschockproteine IpbA UiploB eine Ubergeordnete Rolle bei der
Entwicklung der Thermotoleranz zu spielen (16). &alsind die Auflésung der

17



Proteinaggregate und damit die Eliminierung mogictoxischer Effekte nicht ausreichend
fir das Uberleben der Zelle wahrend des HitzesteesStattdessen sind die Solubilisierung
und nachfolgende Reaktivierung denaturierter undidfunktionsloser Proteine durch ClpB
essentiell fur das Uberleben der Zelle wahrend sehen Temperaturen und damit fur die
Ausbildung der Thermotoleranz (44).

Wie schon erwahnt existiert B. subtiliskein Homolog zu ClpB und auch dariber hinaus ist
wenig bekannt darliber, welche Gene an der Auslgldien Thermotoleranz beteiligt sind. In
einigen Studien konnte kein (107), beziehungsweise ein schwacher Effekt (57, 169)
einzelner Gene auf die Ausbildung der Thermotoletaeobachtet werden. Eine Studie von
Versteeg et al. beschéftigte sich mit der Rolle vdpG dnaJ und groELS bei der
Thermotoleranzentwicklung. WahrerdpG bei der Ausbildung der Thermotoleranz nicht
involviert ist, scheinen Proteine des DnaK -und Eu® Chaperonsystem unabdingbar zu
sein. Jedoch konnte Uberexpression dieser Chapatiendurch die Deletion des Repressores
HrcA verursacht wurde, anstatt des Ausibens dedemiHitzeschocks vor dem letalen

Hitzeschock nicht zur Thermotoleranzentwicklungragien (135).

1.1.2 Oxidative Stressantwort

Oxidativer Stress ist verbunden mit der erhéhtead&ktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS, reactive oxygen specigs Diese reaktiven Sauerstoffverbindungen entstebhls
Nebenprodukt des Atmungsprozesses und bei enzyheatisProzessen und kénnen DNA,
Fettsauren und Proteine angreifen (170, 171). i&nd von dieser Attacke am haufigsten
betroffen, wobei die Oxidation von Aminosauren minhtive Cysteindisulfidbricken (170)
und Methioninsulfoxide (172) entstehen lassen umd Zarbonylierung von Lysinen,
Argininen und Prolinen fuhren kann (173, 174). [BiedModifizierungen konnen
Proteinaktivitaten inhibieren oder verandern. Zzigét wird vermutet, dass diese oxidativen
Veranderungen bewirken, dass die Proteine anfalfigeden proteolytischen Abbau werden
oder schneller aggregieren (175, 176). Als Schuiz diesen reaktiven Sauerstoffspezies
haben Zellen daher ein antioxidatives Abwehrsysggrwickelt. Zusétzlich wird vermutet,
dass zahlreiche Stresssituationen wie zum Beidpizle-, Saure-, oder Antibiotikastress
entweder durch Stérung der intrazellularen Red@ixad zu oxidativem Stress fihren kdnnen
(157, 177, 178) oder Substrate wie zum Beispielgkfhltete Proteine hervorbringen, die
anfalliger gegenuber oxidativen Angriffen, die awectier normalen Bedingungen vorkommen
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konnen, sind (179, 180). Die Idee fur diesen sogetedm sekundaren oxidativen Stress,
entstand mit der Identifizierung von MgsR, einemaRa von Spx, dem globalen Regulator
der Diamid Stressantwort. Die Expression von MgsRdwdurch o aktiviert und ist
notwendig fur die Induktion eines Subregulons vanéh, dessen Proteine eine Rolle bei der
oxidativen Stressantwort spielen. Kirzlich konnezejgt werden, dass als Antwort auf
Ethanolstress die Expression von MgsR bRrinduziert wird und es, durch sekundaren
Redoxstress aktiviert, an der Induktion der oxidati Stressantwort beteiligt ist (181). Daher
ist es nicht erstaunlich, dass die generelle Sirdgsrt in Bakterien auch Schutz gegentber
oxidativem Stress bieten kann. B. subtilis wird diese Rolle von dem alternativen
Sigmafaktor o® (bernommen (sieche 1.1.1.2.2), dessen Aktivitait blearten
Umweltbedingungen oder Stoérungen des Energiehaasharhoht wird (157, 182).
Zusatzlich konnten inB. subtilis zu o® drei Faktoren, die die oxidative Stressantwort
regulieren, identifiziert werden. Dabei spielen®emd OhrR eine Rolle bei der oxidativen
Stressantwort, die durch Peroxide ausgelost wil8R)1Das RNA-Polymerase-bindende
Protein Spx, auf das im Folgenden ndher eingegangelh) scheint dartiber hinaus Schutz
gegenuber toxischen Oxidantien zu bieten (102).

1.1.2.1  Der globale Transkriptionsfaktor Spx

Spx, ein Regulator, der Redoxstress fuhlen kanmiré&tiert, wie bereits unter 1.1.1.1.3

erwéahnt, als untypischer, globaler Transkriptiok&faein grof3es Regulon von Genen, wobei
er als positiver, als auch als negativer Regulatidken kann (102, 104, 183, 184). Spx ist
unter den grampositiven Bakterien hochkonserviart weigt Verwandtschaft zu den

Mitgliedern der Arsenat Reduktase (ArsC)-Famili@4)L Er ist essentiell fir das Uberleben
unter oxidativen Stress (103). Komplexe transkoipgie und posttranslationale

Kontrollmechanismen sind bei der Aktivierung vorxSlurch oxidativen Stress notwendig.

1.1.2.1.1 Die transkriptonale und posttranskriptionale Redigda von Spx
Die Transkription des bizistronischgjbC-spxOperons wird an mindestens vier Promotoren
initiiert, wobei drei upstreai des yjbC Gens liegen. Mindestens drei unterschiedliche

Formen der RNA-Polymerase (RNAP) sind fur die Tkaipsion desyjbC-spx Operons

verantwortlich. Dieo®- und c™- RNAP verwenden die Promotoren dgsC Gens, wahrend
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das ¢® -Holoenzym Promotoren imyjbC-Gen und in der Region, die zwischen den
kodierenden Sequenzen der beiden Gene liegt, le(i8?). Die Transkriptionsinitiation
uber drei Sigmafaktoren stellt die Induktion vork$p Abhangigkeit von vielen verschieden
Stressbedingungen sicher (105). Sowohl Hitzestf#86) als auch Phosphatmangel (187)
fuhren zu einer Induktion vorspx In Ubereinstimmung dazu konnte durch 2D-
Gelelektrophorese gezeigt werden, dass die Expresdes Spx-Regulons auch durch
Ethanol, Hitze, und hohe Osmolaritat induziert wit@8). Aufgrund dieser Studien kénnte
man vermuten, dass Spx eher als genereller Stgegater fungiert und nicht spezifisch fur
die oxidative Stressantwort ist.

Zusatzlich wird das Gen fir Spx durch zwei RepressoYodB und PerR negativ reguliert,
die ihrerseits durch oxidativen Stress inaktivieverden (189). Jedoch scheint die
posttranslationale Regulation von Spx wichtiger fidie Stressinduktion als die
transkriptionale zu sein (190).

Herrscht kein Stress, wird Spx Uber die Interaktioih dem Adaptorprotein YjbH von dem
ClpXP-Proteasesystem degradiert (100), wobei Yjbleé &roteolyse vermutlich nur
beschleunigt (101, 191). Somit wird unter reduziden Bedingungen die zellulare
Konzentration von Spx auf einem niedrigen Level am. Als Degradationstag fungiert
dabei eine Sequenz aus Alanin und Asparagin, die @m auf3eren C-Terminus befindet.
Mutiert man diese zu einer Sequenz aus zwei Adparteann Spx nicht mehr durch ClpXP
degradiert werden (103).

Reaktive Sauerstoffspezies und Elektrophile inaéten ClpX und YjbH, indem sie die
Oxidation und Freilassung des Zinks der cysteihemicZinkfingerdoméanen von ClpX und
YjbH veranlassen (101, 190). Demzufolge wird Spxfgeund der verringerten Proteolyse,
voribergehend stabilisiert (103). Kurzlich wurdezgjgt, dass das kleine Protein YirB als
Anti-Adaptor YjbH bindet und somit die Degradatisan Spx tber ClpXP verhindert. Bis
jetzt ist jedoch nicht bekannt, ob YirB zur Stafii von Spx unter oxidativen

Stressbedingungen beitragen kann (192).

1.1.2.1.2 Die Aktivierung von Spx unter oxidativem Thiolsdres
Die Aktivitat von Spx kann direkt durch thiolspegdhen oxidativen Stress induziert werden
(184). Es besitzt zwei konservierte Cysteine, dax(=Motiv, die unter oxidierenden

Bedingungen eine intramolekulare Disulfidbrickedén kénnen, eine Voraussetzung, um

Spx als transkriptionellen Aktivator zu aktiviergk84, 193). Die Bildung der Disulfidbriicke

20



fuhrt zu Konformationsédnderungen in Spx, die mdglieveise die Aktivierung und DNA-
Bindung veranlassen (194).

1.1.2.1.3 Madglicher Mechansimus der Transkriptionsaktivieruhgch Spx

Die positive Regulation ist noch nicht eindeutigstanden. Es wird vermutet, dass durch
Thiolstress aktiviertes Spx mit de-CTD der RNAP interagiert, um die Expression von
Genen, die in der thiolspezifischen oxidativen $&tamtwort, wie zum Beispiel das
Thioredoxin/Thioredoxin-Reduktasesystem (TrxA/TrxB)der Superoxiddismutase, eine
Rolle spielen, zu induzieren (103). Bisher konmgoch noch nicht beobachtet werden, dass
Spx selbst an die DNA bindet, um die RNAP zu rekren (184, 195). DNA-Protein
»Crosslinking-Experimente konnten keine Spx-DNA-Interaktion maeisen (195). Jedoch
zeigte der Vergleich der Kiristallstrukturen des HINAP-Komplex in oxidierter und
reduzierte Form eine Verlagerung eineHelix, die moglicherweise verursacht, dass ein
Argininrest so positioniert wird, dass eine DNA-Bimg mdglich wird. Eine Mutation dieses
Restes inhibiert die Aktivitdt von Spx als Tranpkionsaktivatorin vivo, jedoch nicht seine
reprimierende Eigenschaft, woraus geschlossen wetden, dass die Bindung von Spx an
RNAP hierdurch nicht gestort wird (194).

Kirzlich wurden mittels Chromatin Immunoprazipitativon Spx genomweit Bindestellen
des Spx-RNAP-Komplexes identifiziert und untersuclidine groRe Anzahl dieser
Bindestellen befindet sich in der Nahe von Sigmahgmngigen Promotoren. Dabei weisen
Spx-kontrollierte Promotoren zwar kein einheitlisheSequenzmotiv, jedoch eine
Verlangerung der -10- und -35-Regionen auf. Diesstlavermuten, dass verschiedene
Kombinationen dieser Basen an mehreren Positianédiesen Verlangerungen die Starke der
Regulation durch Spx bestimmen. Die Basenzusamrtemge an Position -43 scheint

besonders wichtig flr die Spx-vermittelte Aktiviaguzu sein (105).

1.1.2.1.4 Mechanismus der Transkriptionsrepression durch Spx

Wie schon erwahnt spielt Spx auch eine wichtigeldRals negativer Regulator der
Genexpression. Man vermutet, dass durch BindungSpnan die RNAP die Kontaktflachen
fur andere Aktivatoren verdeckt werden und sommeegjro3e Anzahl an Genen, die unter

oxidativen Stressbedingungen nicht benétigt wertlerynter reguliert wird (103).

21



1.1.2.1.5 Durch Spx regulierte Gene

Als globaler Regulator spielt Spx in der Interaktimit der RNAP somit eine wichtige Rolle
bei Regulation der Thiolhomdostase, wobei bishezktie regulatorische Effekte nicht von
indirekten unterschieden werden konnten. Erst wazém gelang es Rochat et al. 144
Transkriptionseinheiten, die 275 Gene umfassenwmtelr direkter Kontrolle von Spx stehen,
zu identifizieren, wobei sie zwei unterschiedliddethoden kombinierten. Sie korrelierten
die Stellen, mit denen der Spx-RNAP-Komplex auf déhromosom vor und nach einem
subletalen oxidativen Stress, der durch Diamid ekisg wurde, interagierte, mit den Genen,
die im Vergleich von Wildtyp und derspx Deletionsmutante unter den gleichen
Stressbedingungen unterschiedlich exprimiert wur@adurch konnten sie zeigen, dass Spx
neben dem Thioredoxin/Thioredoxin-Reduktasesystel@r aler Superoxiddismutase Gene
direkt kontrolliert, die im Cystein- und Bacillithibiosysntheséathwayeine Rolle spielen.
Sowohl Cysteine als auch Bacillithiol agieren alsdBxpuffer, die unter oxidativem- oder
Thiolstress die Redoxhomeostase aufrechterhaltenggd(105). Auch andere Stressregulons
werden nach Rochat et al. direkt durch Spx regul®o konnten sie zeigen, dass Spx die
Expression der HitzeschockgeokX, clpE und clpC und clpP mdglicherweise induziert
(105). Wie schon erwéhnt, spielen ClpC und moghefetsse auch CIpE zusammen mit ClpP
durch die Degradation des Repressors CtsR einee Rb#i der Induktion dieser
Hitzeschockgene. Jedoch scheint McsA fir die Aktiwng dieser Gene unter oxidativen
Stressbedingungen bedeutender zu sein, da es,eiif@r Redoxswitch aktiviert, zu einer
starken De-Repression und damit Inaktivierung vesRGuhrt (163).

Hingegen koénnte die Induktion der Clp Proteaserclduspx notwendig sein, um durch
oxidativen Stress geschadigte Proteine schnellntiereen. Die Spx-abhangige Expression
von ClpX und seinem Adapterprotein YjbH kénnte meen negativen regulatorischen Loop
fuhren, der hilft die ClpXP-Aktivitat, die eigenth unter oxidativem Stress beeintrachtigt ist,
aufrechtzuerhalten und die Spx-vermittelte Antwaltirch Reduktion der zellularen
Konzentration zu beenden. Zusatzlich scheint Spghafiir die Basalaktivitat einiger

Promotoren unter Nicht-Stress-Bedingungen von BeaeLzu sein (105).
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1.1.2.2 Das Thioredoxin/Thioredoxin-Reduktase System

Dieses System, das durch Spx direkt reguliert uatigtiart wird, besteht aus dem Thioredoxin
TrxA und der NADPH-abhangigen Thioredoxin-ReduktéseB. Thioredoxine sind ziemlich
kleine, Hitze-stabile und ubiquitdr vorkommende tBiree, die durch ein konserviertes
Aminosauremotiv (-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys) gekenichaet sind, wobei die Cysteine
reversibel reduziert und oxidiert werden kénnen sodit effiziente Reduktionsmittel fur
Disulfide in Proteinen darstellen (196). AuRerdeanikte gezeigt werden, dass sie an der
Bildung von Disulfidbriicken beteiligt sind (197)abit spielen sie eine bedeutende Rolle in
der Aufrechterhaltung des intrazellularen RedoxstatOxidierte Thioredoxine kénnen
anschlieBend wieder durch die Thioredoxin-ReduktaseAbhangigkeit von NADPH
reduziert werden (196). Zusatzlich wird vermutegssl Thioredoxine oxidativen Stress
abwehren konnen, indem sie durch oxidativen Sgesshadigte Proteine reaktivieren (198).
TrxA ausB. subtilisscheint ein fur das Uberleben der Zelle esseesiéhrotein zu sein und es
wird vermutet, dass es zusammen mit TrxB fur dezgsche und generelle Reduktion von
Disulfiden verantwortlich ist. Seine Transkriptiovird an einemo®-abhéngigen und einem
vermutlich o”-abhéngigen Promotor initiiert und seine Expressiamdl durch verschiedene
Stressbedingungen, wie zum Beispiel Hitze-, SaBthanol- Wasserstoffperoxidstress,
ausgelost (199). Nach einem Hitzeschock wird diankription tber demB-abhangigen
Promotor induziert, wahrend oxidativer Stress digrEssion vorirxA tUber Spx und den
vegetativen Promotor aktiviert.

Smits et al. untersuchten die genaue Rolle von TmAB. subtilis indem sie durch
Verwendung von DNA Microarrays die Effekte, die eiminimale Expression von TrxA
ausldst, auf Transkriptionsebene bestimmten. Diadeinflusste eine Verringerung des TrxA-
Levels einige Prozesse der Stationarphase, wieBzispiel die Kompetenzentwicklung und
Sporulation. Zusatzlich konnte eine Induktion voen@n, die sowohl eine Rolle bei der
oxidativen Stressantwort als auch bei der Schwefieddnme und Schwefelweiterverarbeitung
zu Cystein und Methionin spielen, beobachtet wel@®9). Mostertz et al. konnten zeigen,
dass Storungen in der Schwefelaufnahme, ausgeldsth dden Mangel an TrxA zur
Aktivierung der oxidativen Stressantwort fuhrt. Audie veradnderte Expression von
Sporulations-abhangigen Genen scheint mit der gestd Schwefelaufnahme

zusammenzuhangen (201).
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1.1.3 Stressantwort auf hochosmolare Umweltbedingungen

Werden Mikroorganismen hochosmolaren Bedingungesgesetzt, tritt aufgrund von
Osmose Wasser lber die semipermeable Membran dernaeh aul3en, was somit zu einer
Dehydrierung des Cytoplasmas fiihrt. Daher habenrddiiganismen eine Stressantwort
entwickelt, die auf Veranderung der Osmolaritat dengebung reagiert und ihnen tber
schnellen Einstrom von Wasser ermoglicht das Volummnerhalb der Zelle
aufrechtzuerhalten (202). Da jedoch Mikroorganisikeinen aktiven Transportmechanismen
fur Wasser haben, wird das Zellvolumen durch eifeal von osmotisch aktiven Substanzen
reguliert, wobei in diesem Zusammenhang zwei uakbgegliche Mechanismen identifiziert
werden konnten.

Zum einen kann durch die Akkumulation einer hoherazellularen Konzentration von lonen
das osmotische Gleichgewicht zwischen Zellinnerem der Umgebung wieder hergestellt
werden (,Salt-in“-Strategie) (203, 204). Dabei wamndin erster Linie Kalium- und
Chloridionen aufgenommen, wodurch die intrazell&alzkonzentration stark ansteigt
(205). Da sich eine zu hohe intrazellulare Salzkotration schadlich auf die Makromolekiile
der Zelle auswirken kann, ist diese Strategieigbitbegrenzt. Dauerhaft wird die ,Salt-in“-
Strategie nur von halophilen (,Salz liebenden®) #®aien oder Archaeen angewandt. Diese
sind derart an das Leben unter hochosmolaren Bexdgen angepasst, dass sie das
Wachstum einstellen oder sterben, wenn die Salzwration in der Umgebung unter einen
bestimmten Schwellenwert sinkt. Das liegt dararssdsich die Makromoleklle halophiler
Mikroorganismen strukturell an die hohen intrazéilen Salzkonzentrationen angepasst
haben, dass ihre Funktionalitat bei abnehmendek&atentration verloren geht. Die meisten
Proteine halophiler Bakterien oder Archaeen bestehs einem Uberschuss an sauren und
einer kleinen Anzahl basischer Aminosauren (20@) sind daher unter physiologischen pH-
Bedingungen negativ geladen (205). Hydratisierteefobinden an diese negativ geladenen
Reste und kénnen vermutlich dadurch das Proteimlisiaren (206).

Eine andere Strategie zur Aufrechterhaltung desotisohen Gleichgewichts beinhaltet die
intrazellulare Anreicherung osmotisch aktiver Varhingen, der sogenannten kompatibel
gelésten Substanzen (207). Durch Synthese odeh dAutnahme werden diese in der Zelle
aus der Umgebung akkumuliert um dem Wasserverlusiteru hypertonen
Wachstumsbedingungen entgegenzuwirken. Zu ihnelt méh eine begrenzte Anzahl von
Komponenten, die sich durch eine hohe Loslichkesizaichnen und die bei physiologischen

pH-Werten ungeladen sind. Dazu gehéren Zucker (ZrBhalose), Polyole (z.B. Glycerol
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und Glukosylglycerol), freie Aminoséuren (z.B. Pmound Glutamat) oder deren Derivate
(z.B. Prolin Betain), quartare Amine und ihre Saoltonanaloga (z.B. Glycin Betain, Carnitin
und Dimethylsulfoniopropionat), Sulfatester (ChelnSulfat), N-acetylierte Di-
Aminosauren und kleine Peptide (z.Bd-Acetylornithin und N-Acetylglutaminylglutamin
Amid) (202). Diese kompatibel gelosten Substanzdgimnkn auf zwei Arten die
Osmoregulation in den Zellen unterstitzen. Zum reibanden sie Wasser und halten es
demzufolge in der Zelle (203, 206). Im Gegensatzamarganischen Salzen kdnnen diese
Substanzen namlich in hohen Konzentrationen angesdiwerden ohne zellulare Funktionen
wie zum Beispiel DNA-Replikation, DNA-Protein-Intktionen oder den Metabolismus der
Zelle zu stoéren (208). Zum anderen schitzen sigeP®und andere Zellkomponenten vor
der durch hohe lonenstarken ausgeltsten Denataogeru

Diese Strategie wird zur Anpassung an hohe Salamrationen von halotoleranten (,Salz
ertragenden”) Organismen bevorzugt, die dadurchh aucter salzarmen Bedingungen

wachsen kénnen.

Die osmotische Stressantwort if8. subtilis

B. subtilisist ein fakultativ anaerobes, stabchenformigesetfeites Bakterium, das ubiquitar
verbreitet ist. Bei plotzlichen osmotischen Veraudgen, versuchB. subtiliszuerst durch
aktive Schwimmbewegungen (Osmotaxis) Bereiche éeno®smolaritdt zu meiden und
solche mit optimaler Osmolaritat aufzusuchen (2@j)dem werden als Antwort auf einen
plotzlichen Anstieg der externen Osmolaritat vagiibar zuE. coli Kaliumionen tber die
zwei unterschiedlichen Transportssteme KtrAB undCX aufgenommen und im Zellinneren
akkumuliert (210-212). KAnreicherung ist fur die die Wiederaufnahme deschigtums
unter hochosmolaren Bedingungen essentiell. AuReifdért die Kaliumaufnahme zu einer
Neusynthese der kompatibel gelosten Substanz Rioli. coli Trehalose), die schlie3lich
die Kaliumionen ersetzt (210, 211). Dies ist wigHiir den Organismus, da, wie schon unter
1.1.3 erwahnt, die Konzentration an Kaliumionen elbem bestimmten Schwellenwert
toxisch fur das Bakterium werden kann. AufRerdeniehekompatibel geléste Substanzen
dem zerstorerischen Effekt der hypertonen Umgebemgegenzuwirken und erlaub@&n
subtilis trotz hoher Osmolaritaten zu proliferieren.Bn subtiliskann Prolin aus Glutamat,
Arginin oder Ornithin synthetisiert werden (213).a CProlin jedoch auch als einzige
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle inB. subtilis dient, sind zuséatzliche, zellulare
Kontrollmechanismen, die den Abbau von Prolin wabredes Wachstums unter

hochosmolaren Bedingungen verhindern, notwendigalich istB. subtilisin der Lage
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Prolin unter Benutzung des hoch-affinen und sutsgiezifischen Transporters OpuE
aufzunehmen, wodurch die Aufnahme hoher Konzentrati an Prolin, die fir das
Wachstum vorB. subtilisnach einem osmotischen Schock notwendig ist, ediovird. Als
weitere osmolytisch, aktive Substanz dient Glycetdin, welches jedoch vda subtilisnur
synthetisiert werden kann, wenn die VorlaufersuistaCholin vorhanden ist (214).
Aufgenommen wird Cholin durch die ABC-Transportggu@ und OpuB (215), um dann in
der Zelle zu Gylcin-Betain umgesetzt zu werden J22dternativ kann Glycin-Betain auch
direkt aus der Umgebung aufgenommen und in dieeZedinsportiert werden. Hierfir sind
die ABC-Transportsysteme OpuA und OpuC und der §parter OpuD verantwortlich (215,
217). Verschiedene Substratspezifitdten der jegenliTransporter erlaubdh subtilis eine
sehr flexible Adaption an verschiedene hochosmoBedingungen mit der Akkumulation
eines unterschiedlichen Spektrums an kompatibékstgh Substanzen (202).

Auf genetischer Ebene verursacht ein osmotischeo&cdie Induktion des®-abhangigen
Stressregulons, das wie schon unter 1.1.1.2.2 atwalrch viele unterschiedliche
Stressbedingungen aktiviert wird (10) und zur kaoedten Transkription von ungefahr 150
Genen fuhrt. Dabei weisen 37 dieser generellers§ireteine eine wichtige Schutzfunktion
gegenuber Salzstress auf, da die Deletion der eéapuigen Gene zu einem Salz-sensitiven
Phanotyp fiihrt (218). Unter desf-kontrollierten Genen befinden sich unter anderee; d
welche fur OpuD und OpuE kodieren und somit fur dieport der kompatibel geldsten
Substanzen Glycin-Betain und Prolin verantwortBaid (11).

Zusatzlich zumoB-Regulon werden die alternativen ECF-Sigmafakto@xtracytoplasmic
function o™, ¢V und ¢* , die fiir den Schutz der Zellhiille vor verschiesferStressarten
verantwortlich sind, durch einen plétzlichen Angtia der Osmolaritat induziert (218-220).
Auch Gene, die fur die ProteinqualitatskontrollenvBedeutung sind, werden nach einem
osmotischen Schock verstarkt transkribiert. Dadégst sich die Vermutung ableiten, dass
hyperosmotische Bedingungen Denaturierung und &élnfy von Proteinen induzieren
kdnnen (218).

Zuséatzlich kommt es nach einem plotzlichen osmbéac Schock zu einer veranderten
Transkription von mehreren salzspezifischen Genleansporter fir kompatibel geloste
Substanzen und Gene fir die Prolinsynthese werden Beispiel hochreguliert, wahrend
Gene, die im anabolen Abbau von Prolin involviends reprimiert werden. Dartber hinaus
scheint das DegS/DegU Zwei-Komponenten-SystemRolle bei der Resistenzentwicklung
gegeniber Salzstress zu spielen. DegS konnte ao&eaase den Salzstress wahrnehmen
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und DegU aktivieren, das als Regulatorprotein inr dexge ist, das Signal zum
Transkriptionsapperat der Zelle weiterzuleiten. diesem Zusammenhang konnte auch
gezeigt werden, dass eine groRe Anzahl von Gerniendutch Hochsalzbedingungen eine

veranderte Expression aufweisen, dem DegS/DegUiBegmgehéren (221).

1.2Die Rolle von Chaperonen in der Evolution

Evolution bezeichnet die phanotypische Verandereimgr Population von Generation zu
Generation. Diese lasst sich durch die Verwendurmmn Organismen mit kurzen
Generationszeiten in Echtzeit experimentell guetsuchen. Durch zufallige Mutationen des
Genpools entstehen neue Allele, die zu einer geofetn Variabilitdt zwischen einzelnen
Individuen fuhren. Evolution findet aufgrund vontimdicher Selektion statt, wobei als
naturliche Selektion ein Prozess bezeichnet wird,dem sich die Allele, die fir das
Uberleben und die Fortpflanzung vorteilhaft sindd udamit einen Fitnessvorteil darstellen
innerhalb einer Population durchsetzen. Phanotlgpisd/ariationen innerhalb einer
Population geschehen jedoch nicht nur durch Veréamgen, die durch Mutationen oder
durch epigenetische DNA-Veranderungen wie zum Megttyng hervorgerufen werden,
sondern kann auch durch bistabile Genexpressioisietien. Bistabilitdt beschreibt eine
Situation, in der zwei stabile Zustande innerhallr dhdividuen einer Population ko-
existieren, wobei dies durch die stochastischerw@okungen in der Expression bestimmter
Gene hervorgerufen wird. Zusétzlich mussen pufferrflysteme existieren, die trotz
genetischer Variabilitat fur die Robustheit des rRitgps garantieren und somit fur eine

normale Entwicklung des Organismus sorgen.

1.2.1 Experimentelle Evolution

Die Lebensweise von Bakterien erfordert eine sgmdAnpassung an sich &andernde
Umweltbedingungen. Die Anpassung des Genotyps aa benweltsituationen (Adaptation)
erfolgt aufgrund der Selektion vorteilhafter Muteien und bringt neue Ph&notypen hervor
(222).

Durch die experimentelle Evolution von Mikroorganien, die unter kontrollierten biotischen
und abiotischen Bedingungen durchgefuhrt werdelesast es moglich, diese vorteilhaften
Mutationen zu identifizieren und zu untersuchenviéfiern sie die biologische Fitness des
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Organismus unter einem bestimmten SelektionsdruekinBussen. Eine Mdoglichkeit
Evolution im Labor durchzufiihren ist die sogenarBagch-Kultur, in der die Organismen in
einem festgelegten Volumen an Medium kultiviert eear. Da jedoch die Versorgung von
Nahrstoffen nicht gegeben ist, ist es nicht mogldie Zellen flr einen langeren Zeitraum in
der exponentiellen Wachstumsphase zu halten undt @alaptive Prozesse zu ermdglichen
(223). Um die Zellen fir einen langeren Zeitraunteurkonstanten Bedingungen zu halten,
wird bereits seit 1950 das System der kontinuileelic Kultur eingesetzt (224, 225). Dabei
wird im System des Chemostaten ein definiertes Melu an Zellkultur in festgelegten
Zeitabstanden mit einem bestimmten Volumen anHast Medium versetzt (226). Dadurch
ist die Versorgung mit Nahrstoffen gesichert unel ultur kann Gber einen langen Zeitraum
in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten emer&leichzeitig wird die gleiche
Menge Zellkultur aus dem System abgelassen. Soriitsem sich die Zellen in Kultur so
schnell reproduzieren, dass ihre Wachstumsratet nicter der Zuflussrate des Mediums
liegt. Die Wachstumsrate wird hierbei durch die filgbarkeit eines limitierenden
Wachstumsfaktors oder die Akkumulation eines wachshemmenden Faktors kontrolliert
(227).

Im Turbidostaten, einem weiteren System der korgniahen Kultur, wird das Wachstum
durch einen internen Faktor, zum Beispiel die Zefite kontrolliert (226). Hier werden
optimale Wachstumsbedingungen mit maximaler Wacohstate fir den jeweiligen
Organismus geschaffen, wodurch die Verdinnungsuater experimentell vorgewahlten
optimalen Wachstumsbedingungen abhéngig von dehgt#amsrate der Organismen ist.
Durch Mutationen entstehen unterschiedliche Sublatipnen innerhalb einer Population mit
verschiedenen Wachstumsraten. Subpopulationen, edie hdhere Wachstumsrate im
Vergleich zu den anderen aufweisen, kénnen siatlemkontinuierlichen Kultur etablieren,
wahrend andere, die sich langsamer teilen und duele angepasst sind, aus der Kultur
ausgewaschen werden (227).

Ein Problem der kontinuierlichen Kultur liegt in rd8ildung von Biofiimen an inneren
Oberflachen der Kulturapparatur. Biofilme sind Gldmhen-assoziierte vielzellige
Gemeinschaften von Mikroorganismen, die in eine rMaaus extrazellularen polymeren
Substanzen eingebettet sind (228). Im ersten $dentBiofilmbildung heften sich die Zellen
an eine Oberflache. Dies induziert die Aktivierumgn Biofilm-spezifischen Genen und
Proteinen, die daraufhin interzellulare Signalmdleksynthetisieren und die Matrixbildung
starten (228). Diese selbstproduzierte extraze#uMatrix, die vorwiegend aus Proteinen,

Nukleinsduren und Polysacchariden besteht, halZdleen zusammen und stabilisiert Gber
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Aufrechterhaltung der Zell-Zell- und Zell-Oberflaeinteraktionen den Biofilm (228, 229).
Zellen innerhalb der Biofilme sind geschiitzt vondgesetzten Stressfaktor und unterliegen
nicht mehr dem Selektionsdruck (230). Eine Mdglahkdies zu verhindern, ist die serielle
Subkultur. Hierbei werden die Zellen regelméaRidrische Kulturgefal3e tberfihrt und so die
Entstehung der Biofilme verhindert (231). Bei dreséethode besteht jedoch eine hohe
Gefahr der Kontamination. Auf3erdem ist kein koneniches Wachstum mehr mdglich, da
die Organismen lag-, logarithmische und stationBtgasen durchlaufen missen. Des
Weiteren fihrt das Uberimpfen von kleinen Individeahlen zum sogenannten
.Flaschenhalseffekt* und die Evolution wird verlaamt.

Eine LOsung fur die experimentelle Evolution in kKanierlicher Kultur, welche die Bildung
von Biofilmen und den ,Flaschenhalseffekt umgdiigtet die Genetic machine(GM 2.1,
Maliére, Mutzel Pat: DE 2982168201) (232) (AbbilduB). Diese automatisierte Apparatur
ermoglicht die Zichtung von Organismen Uber unbeste ZeitrAume, ohne dass eine
Uberimpfung in frisches Medium notwendig ist.

Mittels dieser Technologie gelang Rupert Mutzel Aldaptation vorE. coli Zellen an einen
durch die Deletion der Formyltransferase und Defdase ausgelésten endogenen
Wachstumsstress (unveroffentlicht). Das Enzym Fdranysferase spielt in Bakterien eine
wichtige Rolle wahrend der Proteinbiosynthese. Bagh besitzen zwei verschiedene tRNA-
Arten fiir Methionin: tRNA"et und tRNA"™¢!, Beide werden zwar durch dieselbe Methionyl-
tRNA-Synthetase beladen, aber nur die tR{§Awird durch Formyltransferase modifiziert.
Es fligt eine Formylgruppe an die freie Aminogruglee Methionin tragenden Initiations-
tRNA™et  hinzu. So entstandene fMet-tRN#& funktioniert als Initiator fir die
Proteinbiosynthese (233). Das fur die Formyltrarasfe kodierende Gen heffdtt (234).

Bevor das neusynthetisierte Protein gefaltet wetdem, trennt die Peptid-Deformylase die
Formyl-Gruppe des Formyl-Methionins ab (235). Waldre E. coli nur eine
Peptiddeformylase mit dem kodierenden Geef besitzt, weist B. subtilis zwei
Peptiddeformylasen mit den kodierenden Gerdef und ykrB auf. Deletionen der
Peptiddeformylasen sind letal, aber nur, wenn dmenfyltransferase nicht gleichzeitig
deletiert wird (236). In diesem Fall sind die Zallein denen der N-Terminus
neusynthetisierter Polypetidketten nicht formylertd, zwar Uberlebensféahig, zeigen jedoch
ein stark verlangsamtes Wachstum. In dé&enetic machidewurde die def/fmtE. coli
Mutante auf schnelleres Wachstum selektiert undswmach einem Monat (ca. 300
Generationen) zum Wildtyp vergleichbare Generatieiten und damit auch &hnliche

Geschwindigkeiten in der Proteinsynthese auf. Dielel@ion und Fixierung von
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aufeinanderfolgenden, sich an die Deletion anpa&senMutationen fiihrte zu einem
stufenweisen Anstieg in der Wachstumsrate der ey@rden Population (unverdéffentlicht).
Der Vorteil des normalen Wachstums dieser Mutargehalf Sandikci et al. zu einem
gekoppeltem in vitro Transkriptions-Translationsseys, in dem die naszierenden
Polypeptidketten nicht formyliert werden. Diesesnkt® zu Untersuchungen, welche die
Prozessierung neusynthetisierter Polypeptidketten Ribosom betreffen, herangezogen
werden (237).

AulRerdem gelang es kurzlich mittels d&egnetic machirfedie kanonische Base Thymin im
Genom vonE. coli durch das in der Natur nicht vorkommende 5-Chloadl zu ersetzt
(232).

§ ™ Inckulationsstelln

Abbildung 3: Die genetische Maschine (GM 2.1).
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1.2.2 Bistabilitat

Ublicherweise wird bakterielles Wachstum als dageBnis symmetrischer Zellteilung, das
zwei genetisch identische Zellen hervorbringt, aepen (238). Jedoch weisen Bakterien
einer identischen Population Variationen in der iégpion eines bestimmten Genes auf, die
auf zufallige Schwankungen in der Synthese- undafibdte dieses Genprodukts beruhen
(239). Dieses stochastische ,Rauschen” ist einiSsklfaktor der phénotypischen Variation,
die zur Bistabilitat fihren kann (238). Genauer gaagstickt entsteht Bistabilitat durch
unimodales Rauschen in der Expression eines Magtdatorgens, die den Schwellenwert
Uberschreitet. Somit wird die quantitative Verdmmhgr qualitativ und ein neues
Expressionsmuster entsteht, das zu einer Zweitgilder Population in ko-existierende
Zelltypen fuhrt. Somit bedeutet Bistabilitat, dass regulatorisches System zwischen zwei
unterschiedlichen Zustdnden umschalten kann, wdies zufallig geschieht (239). Um
jedoch Uberhaupt einen bistabilen Output zu gerarjebendtigt das genetische Netzwerk
einen spezifischen Feedbackmechanismus in Kombmatnit einer nichtlinearen und
hypersensitiven Antwort (240). Ein spezifisches dbsek kann auf die positive
Autoregulation des Masterregulatorgens zurlckzafiihrsein. Zellen, in denen die
Konzentration des Masterregulators den Schwellenibersteigt, werden aufgrund der
positiven Autorregulation eine noch gréf3ere Menge diesem Regulator akkumulieren.
Jedoch ist fur diesen Mechanismus notwendig, dasdsterregulator auf sich selbst nicht-
linear antwortet (239). Nicht-Linearitat kann egeh, wenn der Masterregulator ein Multimer
bilden muss, um aktiv zu werden oder wenn die Biagdan die DNA kooperativ erfolgt
(240), wodurch die Antwort auf Veranderungen deguRa&torkonzentration hypersensitiv
reagieren kann (239).

Der zweite Mechanismus, der zu Bistabilitat fihkann, bendtigt die Anwesenheit von zwei
sich gegenseitig reprimierenden Repressoren. Werdzdieite Repressor R2 zum Beispiel
durch ein induzierendes Protein (Ind) inaktivieank Repressor R1 generiert werden und
inhibiert die Synthese von R2. Dies ist dem Mecs@awis der positiven Autoregulation sehr
ahnlich, da ein Anstieg der R1 Konzentration zueeigesteigerten R1 Produktion fihrt.
Reprimiert nun R2 eine bestimmte Gruppe von Gewengen diese nun exprimiert. Wird das
induzierende Protein zuriickgenommen, bleibt dase8ys diesem Zustand, in dem R1 an-
und R2 abgeschaltet ist. Ist jedoch in einem Teit Bopulation die Konzentration an
induzierendem Protein zu gering gewesen, werdeni Zedtypen nebeneinander ko-
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existieren bis zufallige Schwankungen in der Reyod®nzentration den Schalter wieder
umschalten (239).

Da Bistabilitdit damit zu einer gréReren Heterogegnwnd Variabilitat innerhalb einer
Population fuhrt, schafft sie eine bessere Anpagsumumgebungsbedingte Schwankungen
und steigert somit die Fitness der Spezies.

Kompetenzentwicklung, Motilitat und Sporulation giBeispiele fur bistabile Systeme

subtilis

1.2.2.1 Genetische Kompetenz

Der Masterregulator der Kompetenzentwicklung isttdenskriptionale Aktivator ComK, der
die Expression von Kompetenz-spezifischen Genen sgide eigene aktiviert. Aul3erdem
bindet ComK an demomKk-Promotor als ein Dimer von Dimeren und somit eeguhdie
Transkription hypersensitiv gegentber der Konzéomaan ComK zu sein (241). Durch
diese zwei Eigenschaften werden somit die Bedingaregfullt, die Bistabilitat ermdglichen.
Die comK Expression unterliegt einer sehr komplexen Reguiati Wahrend der
exponentiellen Phase wird synthetisiertes ComK alfigrt. In der stationdren Phase
ermoglich ein guorum-sensiigMechanismus, wobei ein extrazellulares Pheromdremer
membranstandigen Histidinkinase interagiert und isoeme Phosphorylierungskaskade
auslost, die Synthese von ComS, das den Abbau warkQunterbindet (91). Man vermutet,
dass Rauschen in der Expression eomK Zellen fir die Kompetenzentwicklung auswahlt.
Aufgrund dieses Rauschens, welches auf intrinsisohe zufallige Vorkommnisse von
Transkription und mRNA-Abbau zuriickzufuihren istZ24liberschreitet die Konzentration an
ComK in einigen Zellen einen bestimmten SchwellemwBies fuhrt zur Aktivierung des

positiven Loops und befahigt die Zellen zur Kompetntwicklung (239).

1.2.2.2 Motilitat

Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase Borsubtilis besteht die Population aus
sowohl aktiv schwimmenden als auch nicht motiletiede Nicht motile Zellen liegen als
lange Ketten vor, die sich nach der Zellteilunghhigoneinander getrennt haben, wahrend
motile Zellen einzeln oder als Dupletts erscheiri@ieses motile Verhalten eines Teils der
Population spiegelt ein weiteres bistabiles Systeider. Der Masterregulator, der fir die

32



Motilitdtsentwicklung und fur die Trennung von il verantwortlich ist, ist der alternative
Sigmafaktora®. Dieser induziert die Transkription von Genen, stisvohl fiir die Flagellum
Biosynthese und fur Motilitat von Bedeutung sind,auch fur Autolysine kodieren, Enzyme,
welche die Verbindung zwischen den Zellwdnden gemgeteilter Zellen degradieren (243,
244). In schwimmenden Zellen is? somit aktiv und in nicht-motilen inaktiv. Im Gegaiz

zu dem Beispiel von ComK scheint sich das Umschatilas zur Aktivierung voa® fiihrt,
nicht auf dem Level der Transkription des altenexti Sigmafaktors abzuspielen. Es scheint
eher ein bisher noch nicht bekannter Mechanismhbstéa zu stecken, der auf dem Level der
Stabilitat oder Aktivitat des Proteins operiert 923

1.2.2.3  Sporulation

Die Aktivierung der Sporulation ist ein weiteresigeel fur Bistabilitat inB. subtilisund
kann in einem Teil der Population unter nahrstofien Bedingungen induziert werden,
wobei ein Zelltyp entsteht, auch bekannt als Spale; extrem resistent gegenuber
zahlreichen Umweltstressen ist. Reguliert wird Bentritt in die Sporulation durch einen so
genannten ,Phosphorelay”, eine Serie von konsedntivReaktionen, die durch
Phosphotransferasen katalysiert werden und zurghbogierung und damit Aktivierung des
Masterregulators fur die Sporenbildung, SpoOA fidhrehosphoryliertes SpoOA stimuliert
daraufhin die Synthese des alternativen Sigmafakttt wobei o' unter anderem die
Transkription des Gens fur SpoOA selbst und fir é&;alle am Phosphorelay beteiligt sind
aktiviert. Dadurch verstarkt phosphoryliertes SpoOgeine eigene Synthese und
Phosphorylierung. Schwankungen in der Konzentratioon einer oder mehreren
Komponenten, die zur Aktivierung von SpoOA fuhremtscheiden, ob SpoOA in einer

bestimmten Zelle aktiviert wird oder nicht (240).

1.2.3 Hsp90 und seine Rolle in der Evolution

Das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) ist, wie schoteuf.1.1.1.4 erwéhnt, im Gegensatz zu
seinem prokaryotischen Ortholog HtpG in seiner Fonkals Regulator der Zellfunktion
essentiell (245). In vielen Eukaryoten kommen meshigoformen von Hsp90 vor, wobei
neben der cytosolischen Form noch solche zu finderd, die spezifisch fur das

Endoplasmatische Retikulum, die Mitochondrien odier Chloroplasten sind (246). Unter
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normalen Bedingungen ist zum Ausiben seiner Funkiir eine geringe Konzentration an
Hsp90 notwendig. Trotzdem wird es im Uberschussriedert und ist mit einer
Konzentration von 1 bis 2 % des gesamten zellul&esteingehalts das am haufigsten
vertretene Chaperon im Cytoplasma der Zelle (12dinit wird sichergestellt, dass bei einem
unerwartet auftretenden Stress Hsp90 sofort zdteStein kann. Die Funktion von Hsp90
hangt von den mehr als 20 Ko-Chaperonen ab, dieetnan das Zusammenspiel des Hsp90
Chaperonsystems mit anderen Chaperonsystemen, eispidd dem Hsp70 Chaperonsystem
koordinieren, zum anderen die ATPase-Aktivitat ep90 regulieren oder die Interaktion
von Hsp90 mit seinen Clients veranlassen (247).a&lish wird Hsp90 auch durch
zahlreiche post-translationale  Modifikationen, wieum Beispiel Acetylierung,
Phosphorylierung und Nitrosylierung reguliert (124)

Im Gegensatz zu anderen Chaperonen spielt Hsp9%® Rwlle bei der Faltung von
spezifischen regulatorischen Proteinen, die ihierse in den  grbf3eren
Signaltransduktionswegen involviert sind. Ublicheise sind diese Clients metastabile
Proteine, die erst in ihre stabile Konformationdal konnen, wenn sie zum Beispiel durch
Ligandenbindung oder Phosphorylierung aktiviert aeur (9). Hsp90 bindet und stabilisiert
diese Proteine in einem spaten Stadium ihrer Fgtwmdhrend sie in ihrer teilweise
gefalteten, intermedidren Konformation (248) aufeitiktivierung durch Ligandbindung,
Phosphorylierung oder Translokation durch die Membmarten. Somit erweisen sich
Komplexe aus Hsp90 und seinen Clients hochdynamisch als sehr anfallig gegeniber
Stress (9). Zu den Clients von Hsp90 gehoren Trgigknsfaktoren, Kinasen und
Rezeptoren, die ihrerseits essentielle Rollen m\Wachstumskontrolle, dem Zelliberleben
und bei Entwicklungsprozessen spielen (248). Ubier Idteraktion mit diesen Clients
reguliert Hsp90 somit indirekt diverse zellulareo®rsse. Es wird vermutet, dass Hsp90,
vermutlich als Konsequenz der Effekte, die es aiGknexpression oder Signaltransduktion
ausubt, eine wichtige Rolle bei evolutionaren Pssea spielt (125). In diesem
Zusammenhang konnten Rutherford und Lindquist zeigkass eine verminderte Hsp90-
Funktion in Drosophila melanogasterzu phéanotypischen Abnormitaten in fast allen
morphologischen Strukturen fihrt (249). Auch Wrabidopsis thaliana fihrt eine
Reduzierung des Hsp90 Levels zu einer starken py@isohen Variation (250, 251). Jedoch
ist anzumerken, dass diese entwicklungsgemal3en &litétan in den Genomen der
Organismen schon vorher vorhanden, also genetisdiet waren, jedoch im Falle eines
funktionierenden Hsp90 Chaperons phanotypisch might Vorschein kamen. Eine mdgliche

Erklarung fir dieses Phanomen ist, dass sich umbemalen Bedingungen verschiedene
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Polymorphismen im Genom ansammeln kdnnen, ohneopyéach in Erscheinung zu treten,
da Hsp90, das im Normalfall im Uberschuss in deHleZgorliegt, diese abpuffert. In
Stresssituationen werden die Clients von Hsp90 mashtzlich destabilisiert und auch andere
zellulare Proteine entfalten, was die KapazitatRigifers erschopfen kann. Daraus folgt, dass
diese akkumulierten Polymorphismen nun phanotypisichtbar werden. Dies geschieht
auch, wenn die Hsp90-Expression vermindert wirdo3serlaubt demnach die Speicherung
und kontrollierte Freilassung genetischer Variatiomter Stressbedingungen kdnnte damit
eine vorteilhafte Mutation, die zuvor in der Zellaterdriickt wurde, nun exprimiert werden
und zu neuen und maoglicherweise besser angepdséaotypen fihren (249, 251).

Dabei wird vermutet, dass die Pufferfunktion vonp®f3 auf einem epigenetischen
Mechanismus beruhen konnte (252, 253). In diesesadimenhang konnte gezeigt werden,
dass Hsp90 irD. melanogastemit Trx, einem Protein der Trithorax-Gruppe, dieefib
Chromatin-Remodeling"den aktiven Transkriptionsstatus von Entwickluregssn aufrecht
erhalten, interagiert und es stabilisiert. Ein vieaertes Hsp90-Level fiihrt demzufolge zu
einer Destabilisierung und Degradierung von Trx sathit zu einer veranderten Expression
von Entwicklungsgenen, wodurch phéanotypische Vez&umen entstehen kbnnen (253).
Studien anSaccharomyces cerevisiamnd CGandida albicanskonnten zeigen, dass ein
normales Hsp90 Level die Entwicklung neuer Reskgan gegenuber Antimykotika
ermoglicht. Wird die Hsp90-Aktivitat pharmakologs@der genetisch vermindert, ist die
Fahigkeit der Zellen Resistenzen zu entwickelnkstaduziert. Das in diesem Experiment
verwendete Antimykotikum verhindert das Wachstumm \Rilzen durch Inhibierung von
Ergll, einem Protein, das in der Ergosterol-Bidsgee bendtigt wird. Ergosterol stellt eines
der wichtigsten Sterole in den Membranen von Pildan Die Inhibierung flhrt zu einer
Akkumulation toxischer Intermediate (254). Resigt&ann durch Mutationen von Erg3, die
die Akkumulation toxischer Intermediate verhind&emn, geschaffen werden (255). Jedoch
fuhrt normalerweise auch das Fehlen von Erg3, eiRentein, das in der Sterolbiosynthese
involviert ist zum Tod des Pilzes.

Hsp90 sichert vermutlich durch Bereitstellung vaaddiheurin, einem Client von Hsp90, das
an vielen Schutzmechanismen beteiligt ist, das leben des Pilzes.

Dieses Beispiel zeigt, wie Hsp90 evolutionare Neangen durch die Faltung von Proteinen,
die auf Mutationen, die zwar in einer Umgebung eiselektiven Vorteil bieten kdnnen, sich
ansonsten nachteilig auf den Organismus auswirkeggieren und den negativen Effekt
vermindern kann (256).

Auch in Krebszellen konnten Beispiele fiir das etrohére Potential von Hsp90 gefunden
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werden. Dabei scheint das Chaperon der Zelle zterhéllutationen in entscheidenden
Zellregulatoren, die eigentlich zu Fehlfaltung ud@mit zur Letalitat der Zelle flhren, zu
tolerieren und somit ihr onkogenes Potential zuerstiitzen, indem Hsp90 diese in ihrer
Konformation hélt und somit den Zelltod verhind@%7, 258).

Die Hypothese, dass Hsp90 schon bestehende gdmetisciationen abpuffern kann, so dass
diese nicht exprimiert und sich im Genom anh&ufénnlen, wird jedoch durch Studien von
Specchia et al. in ein anderes Licht gertckt. Hi@nnte gezeigt werden, dass funktionale
Veranderungen von Hsp90 den Piwi-interagierenden ARNpiRNA) ,silencing”
Mechanismus iD. melanogastebeeinflussen. Die piRNA ist eine kleine, fur dieitdbahn
spezifische RNA in wirbellosen- und Wirbeltierenduman vermutet, dass sie zusammen mit
den Piwi Proteinen, die der Argonaut Protein Failigeordnet werden kdnnen, eine Rolle
bei der Stilllegung (ilencing) von Genen, besonders von Transposons spielt. Eine
Reduktion des zellularen Levels von Hsp90 fuhrtenwdlich durch eine verdnderte piRNA
Biogenese zu einer Stressantwort-&hnlichen Aktivigrund Transposition mobiler Elemente
und somit zu neuer Variation.

Jedoch konnte im Rahmen dieser Studie nicht gekié@rtden, ob Hsp90 direkt in der piRNA
Biogenese involviert ist oder nur an der Stressarttdie zur Transposonaktivierung fuhrt,
beteiligt ist. Mdglicherweise zeigen diese Daterchaweinen zusatzlichen oder sogar
alternativen Mechanismus, inwiefern eine vermirglddsp90-Funktion neue Phanotypen

hervorbringen kann (259).

1.3Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die durch Hitze alisge Stressantwort und der Effekt der
Thermotoleranz im Hinblick auf das Proteinqualgiittem in dem grampositiven
Modellorganismu$acillus subtilisstudiert. Insbesondere die Clp Proteasen spialdiesem
Organismus eine bedeutende Rolle in der Proteiitgtskiontrolle, sind jedoch auch in der
regulatorischen Proteolyse involviert. Die Bedegtun dieser  fur  die
Thermotoleranzentwicklung ist bisher jedoch nochtgetend unbekannt. Daher sollte in
diesem Zusammenhang der Einfluss bestimmter Clge&en und Chaperone auf die
Entstehung und Lokalisation von Aggregaten unteeriftfotoleranzbedingungen untersucht

werden.
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In einem weiteren Aspekt dieser Arbeit wurde dasginon HtpG vorB. subtilis welches

das bakterielle Homolog zu Hsp90 darstellt, gendnggrachtet und im Hinblick auf seine
Rolle in evolutiondren Prozessen untersucht. Isetre Sinne sollte HtpG biochemisch und
seine Bedeutung fir die bakterielle Zelle unter wé&rdung von B. subtilis als

Modellorganismus geklart werden. Nachdem dem Cloaypkisp90 ein bedeutender Einfluss
auf die eukaryotische Evolution nachgewiesen weitdemte, stellte sich die Frage, ob das
auch fur HtpG, dessen Rolle in Prokaryoten nochigebiend unbekannt ist, auch zutreffen
konnte. Somit wurde der Einfluss von HtpG auf didaptation an einen bestimmten

endogenen und exogenen Stress und auf bistabilerSgysaher untersucht.

37



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

1,4-Dithiothreitol (DTT)

2-Mercaptoethanol

2-Propanol

3-N-(Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-Toluidinsalz
(BCIP)

a-Casein from bovine milk

Aceton
Acrylamid 4K Lésung (30 %), Mix 37,5:1
Adenosin-5-triphosphat (ATP)

Agar-Agar (bakteriologisch)
Agar-Agar (Kobe I)
Agarose Standard (ROTI®GAROSE)

Ammoniumeisen(lll)-citrat

Ammoniummolybdat Hexahydrat

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz

Bacto nutrient broth

Borsaure

Bromphenolblau Na-Salz
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Kauhe
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Roth, Karlsruhe

Applichemarmstadt

Roche applied Science
Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich, St. Lgyui
USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BD difco, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe



Calciumchlorid Dihydrat

Calciumnitrat

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Caseinhydrolysat, sdurehydrolysiert (CasaminoaciddRoth, Karlsruhe

Chitin Beads (in 20 % Ethanol)
Chloramphenicol

Chloroform, p.a.
Cobalt(ll)-chlorid-Hexahydrat
complete (EDTA free)

Coomassie-Brilliantblau R250
D-(+)-Glucose

D-(+)-Mannit
D-(+)-Saccharose
D-(+)-Xylose
Dikaliumhydrogenphosphat
dNTP mix, 10 mM

ECF™ Substrat
Eisen(lIl)-chlorid
Eisen(ll)-sulfat

Erythromycin

Essigsaure, 96 %

Ethanol, 95 % (vergallt)

Ethanol, 99 % (reinst)
Ethidiumbromidlésung, 1 % (w/v)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycin

Glyzerin, 99 %

Hefeextrakt

Imidazol
Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
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NEB, Ipswich, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche applied Science,
Penzberg
Neolab, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
GE Healthcare, Uppsala,
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe



Kaliumaluminiumsulfat Dodecahydrat
Kanamycinsulfat
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat
L-Glutaminséure

L-Tryptophan

Lactatdehydrogenase (LDH) in APS

Lincomycin Hydrochlorid

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Mangan(ll)-chlorid Tetrahydrat
Methanol

Milchpulver (blotting grade)
NADH

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

N-Lauroylsarcosin Natriumsalz

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-glycin (Bicin)

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N-(Tri(-hydroxymethyl)-methyl)-glycin (Tricin)
p-Nitrotetrazoliumblauchlorid

Phenol solution

Phenol

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche appliedrieeie

Mannheim
Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche applied Science,
Mannheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Stuis
USA
Roth, Karlghe

RotKarlsruhe
RothKarlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Roth, Karlsruhe

Phosphoenolpyruvat (PEP) Applichem, Darmstadt

Protein A/G Magnetic Beads Thermo Scientific, Scheve
Protino Ni-NTA Agarose Macherey-Nagel, Duren
Pyruvatkinase (PK) in 50 % Glyzerin Roche applieteBce,

Mannheim
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RadicicolBiochemica
ROTI®Quant

Salzsaure, rauchend

Spectinomycin Dihydrochlorid Pentahydrat

Tetrazyklin-Hydrochlorid
Trichloressigsaure
Trinatriumcitrat Dihydrat

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Trypton/Pepton aus Casein (proteolytisch verdaut)

Tween® 20
Zinksulfat-Heptahydrat

Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Addr St. Louis,
USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Kaulse
othRKarlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Alle nicht angegebenen Chemikalien wurden von dé&mdn Applichem (Darmstadt),
Fermentas (St. Leon-Rot), Roth (Karlsruhe) odentaighldrich (St. Louis, USA) erworben.

Die Chemikalien entsprachen mindestens dem Resgrad pro analysis"

2.1.2 Enzyme

Dreamtag™ DNA Polymerase

DNase I, rekombinant

Lysozym

Phusion® High Fidelity DNA Polymerase

Proteinase K

Pyruvatkinase

Fast-Digest Restriktionsenzyme
RNase A

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)
T4-Ligase

T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK)
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Fermentas, St. Leon-Rot
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Finnzymes gds, Vantaa,
Finnland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fermentas, St. [Ran-
USB, High Wycombe, GB
Fermenta$ ednh-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. L-&uwt



2.1.3 Antikdrper

Polyklonale Antikorper

Rabbit IgG
GFP Mouse
Mouse IgG
McsB

TrxA

YjbH

2.1.4 GroRenstandards und Kits

DNA Clean & Concentrator™ -5 Kit

Lambda DNA/ Eco130I (Styl) Marker
OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit
Prestained Protein Molecular Weight Marker
QIAprep® Spin Miniprep Kit

Qickchange site-directed mutagenesis Kit
Unstained Protein Molecular Weight Marker
ZymoClean™ Gel DNA Recovery Kit

2.1.5 Chromatographie-Saulen

HiLoad 16/60 SuperDex 75 Pepgrade

Resource Q (1 ml)

Superose 6 10/300 GL

High Trap Desalting (5 ml)

42

Pineda Antikdrper Service,
Berlin
Antikérper-Online, Aachen
Enzo Life Sciences, Lorrach
Antikorper-Online, Aachen
Ulf Gerth
JM van Dijl

von Wachenfeld

Zymo Researchjies; USA
Fermentas, Somhdrot
Merck Milore, Darmstadt
Fermgnfd. Leon-Rot
QIAGEN, Hilden
Stratagdamlelberg
Fermen&isLeon-Rot
Zymo Research,nsjiUSA

GE Healthcarpsélp,
Schweden
GE Healthcare, Uppsala,
Schweden
GE Healthcare, Uppsala,
Schweden
GE Healthcare, Uppsala,

Schweden



2.1.6 Sonstige Materialien

Glasware
Mikrotestplatte 96-Well
Nitrozellulosefilter
PCR-ROhrchen
Petrischalen
Pipettenspitzen

Rohrchen

VWR, Darmstadt
Sarstedt, Numbrecht
Merck Millipore, Darmstadt
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht

Roti®-PVDF (PorengroRe 0,45 um, hydrophobeRoth, Karlsruhe

Bindung)
Rotilabo®-Blottingpapier
Safe-Seal Gefal3e

Roth, Karlsruhe
Sarstedt, Nimbrecht / Eppendorf,
Hamburg

Spectra/Por® Dialyse Membran, MWCO 6-8 kDa SpectBurope B.V., Bregda,

Vivaspin 20, 10 kDa

2.1.7 Gerate

2.1.7.1  Zentrifugen

Biofuge fresco

Biofuge pico

Centrifuge 5804R
SORVALL® RC6+ Centrifuge

Niederlande

GE Healthcare, Uppsala, Schwede

Heraeus Laboratory Centrifuges,
Buckinghamshire, England
Heraeus Laboratory Centrifuges,
Buckinghamshire, England
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Scientific, Scheer

SORVALL® RC-5B Refrigerated Superspeed Thermo Scientific, Schwerte

Centrifuge
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2.1.7.2 Waagen

Feinwaage XB220A

Waage Sartorius BP3100P

2.1.7.3 Brutschrank

Heraeus Function Line
2.1.7.4 Spannungsquellen
Power-Pac 300

Consort EV243

2.1.7.5 Inkubationsschittler

Wasserbadschuttler Aquatron®
Inkubationsschuttler Ecotron®

Inkubationsschiittler Unitron®

2.1.7.6  Mikroskopie

Eclipse 90i

Camera Controller C4742-95
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Precisa Gravimetrics AG, Dietikon
Schweiz

Sartorius AG, Goettingen

Kendro Laboratory Productd8m
Langenselbold

Bio-Rad, Miinchen

Consort, Turnhout, Belgien

Infors GmbH, Einsbach
Infors GmbH, Einsbach
Infors GmbH, Einsbach

Nikon Instruments Europe B.V., Surrey,
England
Hamamatsu Phototonicgdokland
GmbH,

Herrsching am Ammersee



2.1.7.7 weitere Gerate

AKTA purifier

Geldokumentation Alphalmager™ EP
Thermocycler Biometra® Tpersonal
SpeedVac Concentrator 5301
Eismaschine

French® Pressure Cell Press
Heizmagnetruhrer RCT basic
Mini-PROTEAN® 3 Cell

PROTEAN® II xi Cell

Amersham Bioscience Europe GmbH,
Freiburg
Cell Bioscien@ta Clara, USA
Biometra GmbH, Bogen
Eppendorf AG, Hamburg
Ziegra, Isernhagen
Thermo Scientific, &dew
IKA® Werke GmbH & Co. K&aufen
Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Minchen

Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad, Minchen

System

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer

pQuant
pH-Meter SevenEasy™ pH

Sonifikator SONIFIER® Cell Disruptor B-15
Plattenphotometer Tecan Sunrise Plate Reader

Kulturroller TC-7

Thermoschuttler Thermomixer 5437

Thermoschuttler Thermomixer compact

UV-Kontaktlampe Chroma 4

Vakuumpumpe Vacuubrand

Vortexer Vortex Reagenzglasmischer

,semi-dry Elektroblotter (Graphit-Elektroden)

Pipetman Pipetten

Thermo ScienBichwerte
Biotek Instruments, Vermont, USA
Mettler-Toledo GmbH, Giesse
Bransddanbury, USA
Tymatschland GmbH, Crailsheim
New Brunswick Scientific GmbH,
Nurtingen
Eppendorf, Hargbur
Eppendorf, Hanigb
Vetter GmbH, Wiesloch
ABM Greiffenberger Antriebbnik
GmbH, Marktredwitz
neolab®, Hbelgl
Eigenbau

Gilson, Villiers le bel, France



2.1.8 _Organismen

2.1.8.1 E.coli Stamme

Alle in dieser Arbeit verwendetdh. coliStamme sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Stamm Geno-/ Phanotyp Herkunft/ Referenz

XL 1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 Stratagene, La Jolla, USA
SUpE44 relAl la¢F proAB laclqZM15
Tn10 (Tel)]
ER2566 Fa- fhuA2[lon] ompT lacZ:T7 gene 1 NEB, Ipswich, USA
gal sulA11A(mcrC-mrp114::1S10
R(mcr-73::miniTn10-Tet)2 R(zgb-
210::Tn10)(Tet) endAl[dcni
F11202 lacl9 lacL8 gInG:Tn51202 (260)

Tabelle 1:E. coli-Stamme

2.1.8.2 B. subtilis Stamme

Alle in dieser Arbeit verwendeteB. subtilisStamme sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Pfeile in
der Spalte ,Herkunft/Referenz* bedeuten, dass #immosomale DNA des erstgenannten
Stammes in den Zweitgenannten transformiert wumie. hergestellten Stdmme wurden
durch Test-PCR mit den entsprechenden Primern uekki®n auf entsprechenden

antibiotikahaltigen LB-Platten auf ihre Identitadaipruft.

Stamm Geno-/ Phanotyp Herkunft/ Referenz

B. subtilis168 trpC2 (261)

BNM103 AclpP::spc BUG1 - B. subtilis168 (60)
BNM105 AclpC::tet QBP418-> B. subtilis(94)
BNM107 AclpX::kan BEK90 - B. subtilis168 (60)
BNM111 Aspx::kan ORB3834~> B. subtilis168 (65)
BNM117 AmcsB::kan N. Moliere

BSR2 mdh-gfp spec Diese Arbeit

BNM118 AdnaK::cat BT02-> B. subtilis168 (150)
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BNM119
BNM216
BNM224
BSR26
BNM229
BSR3
BNM810

BSR31

BEMS5

BEM4

BSR30

BAH42
BSR92
BSR110
BSR109
BSR117
BSR97
BSR5

BSR36

BNM233

BNM236

BSR15

BSR19

BSR21

AdnakK::tet
amyE::Ryr-ibpA-gfp spec
mdh-gfp cat
amyE::Ryi-gfp spec
amyE::Byr-ibpA-cfp spec
mdh-yfp cat
amyE::Byperspank(Hy)
spXP spec
amyE::Ryr-ibpA-gfp spec
AclpP::tet
amyE::RyribpA-gfp spec
AclpX::kan
amyE::Ryr-ibpA-gfp spec
AclpC::tet
amyE::RyribpA-gfp spec
Aspx::kan
AhrcA
AclpP::tet
Aspx::kanAclpP::spec
Aspx::kanAclpX::spec
AdnaK::catAclpC::tet
trxA (trxA::pMutin2)
amyE::RyribpA-cfp spec
mdh-yfp::cat
amyE::RyribpA-cfp spec
mdh-yfp::catAmcsB::kan
mdh-gfp catclpP::spec
mdh-gfp catclpX::kan
mdh-gfp canspx::kan
mdh-gfp caclpP::spec
Aspx::kan
mdh-gfp caclpX::spec
Aspx::kan
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N. Moliere

N. Moliere

N. Moliere

Diese Arbeit

N. Moliere, eingereichtes Manuskript
Diese Arbeit

pPSN56-> B. subtilis168 wild type (104)

BSR92-> BNM216

BNM107 - BNM216

BNM105 > BNM216

BNM111-> BNM216

A. Heinz

Diese Arbeit

BNM103 > BNM111
BNM107 - BNM111
BNM105-> BNM118

BIG1 - B. subtilis168 (199)
BNM229 > BSR3

BNM117 - BSR5

BNM103 - BNM224
BNM107 - BNM224
BNM111-> BNM224

BNM103 - BSR15

BNM107-> BSR15



BNM234
BSR13
BSR18

BSR16

BSR14
BSR20

BNM855
BSR101
BSR102
BSR105
BSR103
BSR104
BSR108
BSR106
BSR107
BSR40

BSR41

BSR43

BSR42

BSR101-101

BSR64-43

BSR70-43

mdh-gfp catclpC.::tet
mdh-gfp candnakK::tet
mdh-gfp cattrxA
(trxA::pMutin2)
mdh-gfp cat
amyE::Ryperspank(Hy)

spXP spec

mdh-gfp speadnaK::cat
mdh-gfp speadnaK::cat

AclpC::tet
AyjbH::spec

AhtpG

htpG Trap
AhtpGAdnaK::cat
AhtpGAclpP::spec
AhtpGAclIpC::tet
htpG TrapAdnaK::cat
htpG TrapAclpP::spec
htpG TrapAclpC::tet
amyE::Pxyl-ibpA-gfp
specAhtpG
amyE::Pxyl-ibpA-gfp
spec htpG Trap
amyE::Pxyl-ibpA-gfp
specAhtpGAclpC::tet
amyE::Pxyl-ibpA-gfp
spec htpG Trap
AclpC::tet

AhtpG (101 d in GM 2.1,

Experiment 1)
(43dinGM 2.1,
Experiment 2)
(43dinGM 2.1,
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BNM105 > BNM224
BNM119 - BNM224
BSR97-> BNM224

BNM810 > BNM224

BNM118 - BSR2
BNM105 > BSR14

LUW272 - B. subitilis168 (191)

F. Seiffert

Diese Arbeit
BNM118 -> BSR101
BNM103 > BSR101
BNM105-> BSR101
BNM118 - BSR102
BNM103 > BSR102
BNM105-> BSR102
BSR101-> BNM216

BSR102-> BNM216

BNM105 - BSR40

BNM105 > BSR41

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit



Experiment 2)

BSR73 Adef/fmt Diese Arbeit
BSR75 htpG TrapAdef/fmt BSR102-> BSR73
BSR74 AhtpGAdef/fmt BSR101-> BSR73
BSR66 amyE::Phag-GFP::cat DS908-> B. subtilis168 (262)
BSR72 amyE::Phag-GFP::cat BSR102-> BSR66
htpG Trap
BSR69 amyE::Phag-GFP::cat BSR101-> BSR66
AhtpG
BSR65 PspollE-gfp::cat spollE-gfp> B. subtilis168 (263)
BSR71 PspollE-gfp::cat htpG =~ BSR102-> BSR65
Trap
BSR68 PspollE-gfp::catAhtpG  BSR101-> BSR65
BSR64 PcomG-gfp::kan comG-GFP-> B. subtilis168 (264)
BSR70 PcomG-gfp::kan htpG  BSR102-> BSR64
Trap
BSR67 PcomG-gfp::kamhtpG  BSR101-> BSR64
IS75 hisAl leu-8 metBS (265)

Tabelle 2:B. subtiliss Stamme

2.1.9 Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten und erstellteadatide sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. Die
hergestellten Plasmide wurden durch Sequenzierbegpiiift. Die Sequenzierungen wurden

von der Firma GATC-Biotech (Konstanz) durchgefinhrt.

Plasmid Charakteristika Referenz
pMAD binérer Vektor fUrE. coliundB. (266)
subtilis mit thermosensitverari zur
allelischen Replatzierung von Genen
AmpR, Enf; LincR
PMAD-htpG PMAD mit htpG (BamHI/Ncol) F. Seiffert
PMAD-htpG pPMAD mit htpG Trap (BamHI/Ncol) Diese Arbeit
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Trap
pMAD-def/fmt
pTYB2

PTYB2-htpG
PTYB2-htpG
Trap
pTYB2-clpC
pQEG6O

pQEG60mMecA
pQE70

pQE70¢lpP
pet28a

pet28amcsB

pSG1154

pSG1187

pSG1187mdh

PMAD mit def/fmt(BamHI/Ncol) Diese Arbeit
IPTG-induzierbarekE. coli
Expressionsvektor fir Fusionsproteine
mit abspaltbarer C-terminaler Intein-
Sequenz unter Kontrolle des T7-

Promotors; Amp

pTYB2 mithtpG (Ndel/Smal) Diese Arbeit
pTYB2 mithtpGTrap (Ndel/Smal) Diese Arbeit
pTYB2 mitclpC (Ndel/Smal) (90)
IPTG-induzierbardt. coli QIAGEN, Hilden

Expressionsvektor fir Fusionsproteine

mit C-terminaler His6-Sequenz unter

Kontrolle des T5-Promotors; Afip

pPQEG60 mitmecA(Ncol/Bglll) (90)
IPTG-induzierbarét. coli QIAGEN, Hilden

Expressionsvektor fir Fusionsproteine

mit C-terminaler His6-Sequenz unter

Kontrolle des T5-Promotors; Afip

PQE70 mitclpP (Sphl/Bglll) (91)
IPTG-induzierbaré. coli

Expressionsvektor fir Fusionsproteine

Merck, Darmstadt

mit C-terminaler oder N-terminaler
His6-Sequenz unter Kontrolle des T7-

Promotors; KaR

pet28a mitmcsB(N-terminaler His6-  Diese Arbeit
Tag, Nhel/Ncol)

C-terminale GFP-Fusion unter (267)
Kontrolle vonPyy in amyE Amp®

Campbell Integration einer C— (267)
terminalen YFP-Fusion; Anfp
pSG1187 mimdh(Kpnl/EcoRlI) Diese Arbeit
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pCm::Sp Veranderung der Antibiotikaresistenz(268)

von Chloramphenicol zu
Spectinomycin von bestehenden
chromosomalen Insertionen durch
Transformation und homologe

Rekombination

pDG1515 Plasmid mit Tetrazyklinkassette (269)

Tabelle 3: Plasmide

2.1.10 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidedsmit ihnren Charakteristika in Tabelle 4

aufgefuhrt. Oligonukleotide wurden von der Firmaeiho Scientific synthetisiert. Die

Restriktionsschnittstellen, die zur Klonierung vendet wurden, erscheinen fett gedruckt.

Name Sequenz (5> 3) Restriktions-
endonuklease

288 ccc@gtacdtgttcttgttgacattccgce Kpnl

(pSG1187-mdh-for)

289 ccc@aattcggataatactttcatgacatttttg EcoRl

(pSG1187-mdh-rev)

S3 attatatatggtggcggaaaaaagagtttaaagc Ndel

(pTYB2-htpG-for)

S4 caccatgaccttgcaaatattg

(PTYB2-htpG-rev;

phosphoryliert)

S68 attatgctagcatgtcgctaaagcattttattc Nhel

(pet28a-His6N-mcsB-

for)

S69 attatacatgcatgtcgctaaagcattttattc Ncol

(pet28a-His6N-mcsB-

rev)

S13 attatggatccggaaaagcttgaagaaacgattg BamH1
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(PMAD-def/fmt-up-
for)

S14
(PMAD-def/fmt-up-
rev)

S15
(PMAD-def/fmt-down-
for)

S16
(PMAD-def/fmt-down-
rev)

S44

(Mutagenese-
htpGE31A-for)

S45

(Mutagenese-
htpGE31A-rev)

S78 (clpP-tet-pl)
S79 (clpP-tet-p2)
S94 (clpP-tet-p3)
S95 (clpP-tet-p4)
S35 (htpG-for)

S36 (htpG-rev)

214 (testAhtpG-for)
S1 (testAhtpG-rev)
S23 (testAdef/fmt-for)
S24 (testAdef/fmt-rev)
S98 (tet-Kassette-for)
S99 (tet-Kassette-rev)

atattajtcgadttgttaccctccaagacgtg

attataytcgacgttcgtgacatcgcccttg

ataatacatgcataacaccgaaacctgagcac

gaaattttcajcgcggttaatctccaattcg

cgaattggagattagcgcgaggaaaatttc

attgtccatcggaacaggtgaagc

gaacaacctgcaccattgcaagaaatgritcatrcttttag
ttgatcctttttttataacaggaattccattgaaagagctgcgtctc

ggaaaagcttcttgtcgttgtg
attafgatcgtggcgaaaaaagagtttaaag

ataatatgcttacaccatgaccttgcaaatattg

cccggatccggegataatgcggtcaaacag
cceecatgeecgggattttgetcgectatatc
agcaatcctatccgccatac
atccgcccactctttcacaa
tcttgcaatggtgcaggttg

gaattcctgttatacaaaaaggatc

Sall

Sall

Ncol

BssHII

BssHII

BamHlI
Ncol
BamHI

Ncol

Tabelle 4: Oligonukleotide
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2.1.11 Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden mit ddi® hergestellt und wenn nicht anders beschriebenhdur

Autoklavieren sterilisiert.

LB-Medium (ysogeny brotiMedium)
Pro Liter:

5 g Hefeextrakt; 10 g Trypton; 5 g NaCl

Minimal-Medium

Modifiziert nach Chen et al. (270):

40 mM 3-N-(Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) (af 7,4 mit KOH eingestellt), 2
mM Kaliumphosphat (pH 7.0), Mannitol (2%, wt/vo{(NH4).SQ: (2 g/l), MgSQ 7H.0 (0.2
g/l), Natriumcitrat * 2H0 (1 g/l), L-Glutamat (1 g/l), L-Tryptophan (8 mg/buM FeCi, 3
NM (NH4)sM07024, 400 nM HBOs, 30 nM CoC}, 10 nM CuS@ 10 nM ZnSQ, 80 nM
MnCl2

SMM-Medium
2 g (NH)2SOy; 14 g KkHPOy; 6 g KHPOy; 1 g Natriumcitrat; 0,2 g MgSO/'xH.O

Kompetenzmedium
10 ml SMM-Medium; 250 ul 20 % (w/v) Glucose; 1204Tryptophan (10 mg/ml); 60 pl 1
M MgSOs 7xH0; 10ul 20 % (w/v) Caseinhydrolysat; 5 pl 0,22 %/

Ammoniumeisen(lll)-citrat

Das Kompetenz- unétarvationMedium wurden fir den Gebrauch frisch angesetz¢. D
Glucose-Losung, MgSfLosung und das SMM-Medium wurden durch Autoklaster
sterilisiert. Die Ammoniumeisen(lll)-citrat-, Caséiydrolysat- und L-Tryptophan-L6sungen

wurden beim Ansetzen sterilfiltriert und bei 4 1@ Kuhlschrank gelagert.
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»Starvation"Medium
10 ml SMM-Medium; 250 pl 20 % (w/v) Glucose; 60JuM MgSQy 7xH0

Sporulationsmedium

Pro Liter: 8g Bacto nutrient broth, 10 ml 10 % WI, 10 ml 1,2 % w/v MgS®@x 7 HO,
1,5 ml 1M NaOH (auf pH 7,6)

Nachdem Autoklavieren wurden 1 mM Ca(§y£) 0,01 mM MnC# und 0,001 mM FeS{als

sterilfiltrierte LOsungen zugefugt.

LB-Agar
Pro Liter:
5 g Hefeextrakt; 10 g Trypton; 5 g NaCl; 15 g Adayar (Kobe 1)

2.1.12 Antibiotika

Die eingesetzten Antibiotika wurden als Stammlosmn@ngesetzt und sterilfiltriert. Die
Lagerung erfolgte bei -20 °C. Den Nahrmedien wurdenBedarf nach Autoklavieren, wenn
nicht anders beschrieben, Antibiotika in einer \femung von 1:1.000 hinzugefuigt. Die
Antibiotikakonzentrationen der Stammlésungen sodie Losungsmittel sind in Tabelle 5
aufgefuhrt. Erythromycin wurde in Kombination miincomycin verwendet, da dierm

Kassette Resistenz fir beide Antibiotika garantiert

Antibiotikum Konzentration [mg/ml] Lésungsmittel
Ampicillin 100 HO
Chloramphenicol 10 50 % (v/v) Ethanol
Erythromycin 1 50 % (v/v) Ethanol
Kanamycin 10B. subtilig/50 E. col) H20

Lincomycin 25 HO

Spectinomycin 10 0]

Tetrazyklin 100 70 % (v/v) Ethanol

Tabelle 5: Antibiotika
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2211 Kultivierung von Bakterienzellen

Die Kultivierung vonE. col+ und B. subtilisZellen erfolgte, wenn nicht anders angegeben,
bei 37 °C.

Das Ausstreichen auf, bei Bedarf antibiotikahaligelLB-Agarplatten erfolgte von
Glyzerinkulturen mit Hilfe einer sterilen Pipett@ize durch die 3-Strich-Methode. Die
beimpften LB-Agarplatten wurden Uber Nacht bei &7im Brutschrank inkubiert. Die
Ausstriche konnten danach fiur ca. 1 Woche bei Ramnpératur gelagert werde@ur
langeren Lagerung vorkE. colrAusstrichen, wurden diese bei 4 °C im Kihlschrank
aufbewabhrt.

Ubernachtkulturen (Vorkulturen) wurden durch Beigmpfon 3 ml LB-Medium, bei Bedarf
mit Antibiotika, in einem Reagenzglas angelegt. Basmpfen erfolgte von einer frischen
LB-Platte mit einer Einzelkolonie. Ubernachtkultaresurden anschlieBend Gber Nacht bei
37 °C in einem Kulturroller inkubiert.

Die Inkubation von Bakterienflissigkulturen erfagtin Erlenmeyerkolben mit der
mindestens funffachen Grol3e des Kulturvolumenss®igurden auf eine Qbynmvon 0,05
von einer Vorkultur, wenn nicht anders beschrieben, LB-Medium angeimpft. Die
Inkubation erfolgte, wenn nicht anders beschriellen,37 °C in einem Wasserbadschuittler
bei 300 rpm oder in einem Inkubationschuttler & ipm.

2.2.1.2 Kultivierung unter Thermotoleranz- und Hitzestressbedingungen

B. subtilisZellen wurden in einem Inkubationschuttler bei°87 bis zu einer OByonm von,

wenn nicht anders angegeben, 0,5 wachsen gelda@emhermotoleranzbedingungen wurde
die Kultur geteilt, wobei ein Teil bei 37 °C belasswurde und der andere flr finfzehn
Minuten 48 °C in einem Wasserbadschiittler gesdhiriterde. Anschliel3end wurden beide
Kulturen in einen Wasserbadschuttler transferigas auf 53 °C vorgeheizt wurde und fir

eine bestimmte Zeit, abhangig vom jeweiligen Expent, kultiviert. Far
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Hitzestressbedingungen wurde die Kultur nicht dieteid sofort nach Erreichen der @¥ohm
von 0,5 in ein Wasserbad transferiert, das aufGBéziehungsweise 50 °C vorgeheizt wurde

und flr eine bestimmte Zeit, abhangig vom jeweiligxperiment, kultiviert.

2.2.1.3 Kultivierung von B. subtilis Zellen mit IPTG-induzierbaren Genen

BNM810 (spxDD)/BSR16 (ndh-gfp spxDD):

Der B. subtilis Stamm BNM810/BSR16 wurde, wenn nicht anders arflgagan einem
Inkubationschiittler bei 37 °C bis zu einer é¥dam von 0,3 wachsen gelassen und
anschlieBend wurde die Expression von SpxDD duretzdgabe von 0,1 mM IPTG in der
gesamten Kultur oder nur in einer Halfte induzietiernach wurde die Kultur/Kulturen
entsprechend der jeweiligen Experimente Thermaialer oder Hitzestressbedingungen
(siehe 2.2.1.2) ausgesetzt, wobei nachfolgend Agdgee prapariert oder die Zellen

mikroskopisch untersucht wurden.

BSR97 (trxA)/BSR18 (mdh-gfp ItrxA):

Der B. subtilisStamm BSR97/BSR18 wurde tber Nacht in LB mit 50 IPWIG bei 37 °C in
einem Inkubationschiittler bei 37 °C angezogen, uma ausreichende Expression von TrxA
zu garantieren. Im Falle von BSR97 wurde die Kuétor ndchsten Tag auf eine 6Bmvon
0,05 in 10 ml LB mit 50 uM IPTG verdinnt und in @m Inkubationschuttler bei 37 ° bis zu
einer ORoonmvon 0,5 wachsen gelassen. Anschlie3end wurde digrkentweder in 150 ml
LB mit 10 uM oder mit 500 uM IPTG auf eine @gmvon 0,1 verdinnt, um sie fur die
Aggregatpraparation unter Hitzestressbedingungeeauerauf eine OBonmvon 0,3 in einem
Inkubationschuttler bei 37 ° wachsen zu lassen.Falle von BSR18 wurden von der
Ubernachtkultur 10 ml LB mit jeweils 10 pM und rB@0 uM IPTG auf eine Oddonmvon 0,1
angeimpft, um sie fur die fluoreszenzmikroskopischeUntersuchungen unter
Hitzestressbedingungen erneut auf eineédavon 0,3 in einem Inkubationschuttler bei 37 °

wachsen zu lassen.

56



2.2.1.4 Kultivierung von B. subtilis Zellen unter anaeroben Bedingungen

Aerobe Kulturen wurden in verschlossenen 100 mu®éaschen mit 50 ml LB kultiviert,
das mit 1% w/v Glukose, 20 mM Kaliumphosphat (pBl) und entweder 5 mM Kaliumnitrat
(fur die Nitratatmung) oder mit 1 % w/v Pyruvat(fdie Fermentation) angereichert wurde.
Kontrollexperimente bestatigen, dass die KulturerAbwesenheit von Nitrat oder Pyruvat
kein anaerobes Wachstum zeigten.

Das Medium wurde in Abwesenheit von Glukose in filiBerumflaschen mit Stickstoffgas
aquilibriert, abgedichtet und autoklaviert. Die &8eldsung wurde separat mit Stickstoffgas
aquilibriert, autoklaviert und dem Medium anaerobr \dem Animpfen zugefligt. Das
Medium wurde mit aerob angezogenen Ubernachtkultargeimpft und bei 37 °C in einem
Inkubationschttler langsam geschittelt um die iilglzellularen Aggregaten zu verhindern.
Diese Methode wurde von A. Janczikowski und N. M etabliert und durchgefiihrt
Anschliel3end wurde die Zellen Thermotoleranzbediggn (siehe 2.2.1.2) ausgesetzt und

Aggregate préapariert.

2.2.1.5 Aufbewahrung von Bakterienstammen

Zur Aufbewahrung von Bakterienstiammen wurden Giykeitturen angelegt. Dazu wurden

900 pl einer Ubernacht-Kultur (bei Bedarf mit eme&sphendem Antibiotikum gewachsen) mit
600 pl 50 % (v/v) Glyzerin in einem verschraubbaieh ml Reaktionsgefald resuspendiert
und bei -80 °C eingefroren.

2.2.1.6 Bestimmung der Zelldichte von Bakterienkulturen

Die Zelldichte wurde photometrisch bei einer Wdb@ge von 600 nm mit Hilfe eines
Plattenlesers (Tecan Sunrise Plate Reader) in 86@rMikrotiterplatte (F-Boden) ermittelt.
Die Messung wurde mit 200 pl Kultur bzw. 200 plexiri:10 verdinnten Ubernachtkultur
durchgefuhrt. Der Nullwert wurde mit 200 ul desspméchenden Mediums ermittelt. Die

ODsoonmWurde mit folgender Formel aus der gemessenemlgidn berechnet:
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ODsoo= (E —Eo) / 0,516 ODRoo - optische Dichte bei Wellenlange 600nm
E - Extinktion der Probe
Eo - Extinktion der Leerprobe

2.2.1.7 Herstellung chemisch-kompetentelE. coli Zellen

Die fur die Hitzeschock-Transformation benétigtememisch-kompetentek. coli Zellen
wurden wie folgt hergestellt: 40 ml LB-Medium wurdauf eine OlhonmVvon 0,05 mit einer
Ubernachtkultur beimpft. Die Kultur wurde bei 37 °@nd 300rpm in einem
Wasserbadschuttler inkubiert. Bei @Bmvon 0,35 wurden 3x10 ml Kultur in 15 ml Falcon-
Rohrchen Uberfuhrt, in einer vorgekihlten Tischatrge (Centrifuge 5804R) fir 5 min mit
4500 rpm bei 4 °C herunterzentrifugiert und der (Stand dekantiert. Die Pellets wurden
jeweils in 5ml sterilem, eiskaltem 50 mM CaCkxH,O resuspendiert und erneut
zentrifugiert (5 min, 4500 rpm, 4 °C). Nach Resuperen in 800 ul sterilem 50 mM CaCl
2xH20, wurden 500 pl einer sterilen 50 % (v/v) Glyzdriisung zugegeben und die Zellen
fur 1 h auf Eis inkubiert. 100 ul der Zellen wurdsach 60 min oder wahrend der Inkubation

in vorgekihlte 1,5 ml Reaktionsgefal3e aliquotierd diese bei -80 °C weggefroren.

2.2.1.8 Bestimmung der Transformationseffizienz

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz wurd#ia zu testenden Stamme mit der
chromosomalen DNA des Tryptophan-auxotrophen Stani8&5 transformiert und auf
Minimalplatten mit und ohne Tryptophan ausplatti&@trch Bestimmung der CFU konnte

die Transformationseffizienz berechnet werden.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprep)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA fur Test- oder Kleningszwecke wurde eine Miniprep
durchgefuhrt. Dafur wurde das QIAprep® Spin Minpr&it nach Herstellerangaben
verwendet. Zur Plasmidreinigung kamen 3 ml Ubertladtur zum Einsatz. Die Elution
erfolgte in 50 pl Elutionspuffer.
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2.2.2.2 Extraktion von genomischer DNA (Phenol-Chloroform-Extraktion)

Die Isolierung von genomischer DNA erfolgte durcheRol-Chloroform-Extraktion. Dazu
wurden die Zellen einer 3 ml Vorkultur in ein 1,% Reaktionsgefald tberfuhrt. Durch
mehrmaliges Zentrifugieren und Dekantieren des &thades, wurden die Zellen in ein Pellet
zusammengefasst. Danach wurden die Zellen in 1 r&lS-Puffer gewaschen und
anschlieBend in 750 pl TES-Puffer mit 25 pl Lysoz¢m® mg/ml) resuspendiert. Nach 5
minutiger Inkubation bei 37 °C wurden zu dem Anga@z1l Proteinase K (10 mg/ml) sowie
150 pl 6 % (w/v) N-Lauroylsarcosin Natriumsalz gege und durch vorsichtiges Invertieren
gemischt. Nach 30 min bei 37 °C wurden 500 pul Phema 500 pl Chloroform zu dem
Ansatz gegeben und durch Invertieren vermischthNéentrifugation (15 min, 13.000 rpm,
4 °C; Biofuge fresco) sollten sich 3 klar voneinanébgrenzbare Phasen gebildet haben.
Falls keine scharfen Phasen erkennbar waren, wendewneiteres Mal zentrifugiert. Im
Anschluss wurde mit einer abgeschnittenen Pipgiteaesdie DNA-haltige obere Phasen in
ein neues 1,5ml Reaktionsgefal3 dberfuhrt, daber darauf zu achten nicht die
proteinhaltige Interphasen mit zu Uberfihren. NAagabe von 500 pl Chloroform und 500
pl Chloroform wurde invertiert und erneut zentriierg (15 min, 13.000 rpm, 4 °C; Biofuge
fresco) bis sich klare Phasen ausbildeten. Vondessrigen oberen Phasen wurden mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze 600 ul in ein faschml Reaktionsgefal3 tberfuhrt und die
DNA mit einem Volumen Ethanol (reinst) und 0,1 Molen 5M Natriumacetat (pH 5,2)
gefallt. Nach Zentrifugation fir 15 min mit 13.068m bei 4 °C (Biofuge fresco) wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und das DNA-Pebet ohne resuspendieren mit
unvergalltem 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Daralfend wurde das Pellet in einer
SpeedVac bei 45 °C komplett getrocknet und UberhNan 200 pl TES-Puffer im
Kihischrank bei 4 °C inkubiert. Die genomische DiNArde bei -20 °C gelagert.

TES-Puffer
10 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA; 0,1 mM NaCl

2.2.2.3 Bestimmung der Konzentration von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte mitilfél eines NanoDrop
Spektrophotomenters (ND-1000). Der Nukleinsaurelgelhan Losungen lasst sich durch
deren Absorption bei einer Wellenlangen von 260 npej der Nukleinsduren ein

Absorptionsmaximum zeigen. Zur Konzentrationsmegsurden 1 pl Probe verwendet.
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2.2.2.4  Aufreinigung und Aufkonzentration von DNA

Das Aufreinigen und Aufkonzentrieren von kleinen MANengen nach PCR,
Restriktionsverdau oder ahnliches erfolgte mit d@NA Clean & Concentrator Kit (Zymo
Research). Das Aufreinigen erfolgte nach Herstatigaben. Die Elution erfolgte in 10 pl
sterilem ddHO.

2.2.2.5 Amplifizierung von DNA durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von spezifischen, linearen DNAsgchnitten zur Klonierung von
Plasmiden oder Genanalysam die Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Eingstzdieser
wurden mit Hilfe von flankierenden OligonukleotidéRrimern) und einer thermostabilen
DNA-Polymerase bei wechselnden thermischen Zykl@ppdistrangige lineare DNA-
Abschnitte vermehrt. Fur Klonierungszwecke, beiaeas auf sehr hohe Genauigkeit ankam,
wurde die Phusion® High-Fidelity DNA-Polyermeraset ' —5'-Exonuklease-Aktivitat
verwendet. FUr Test-PCRs zur Bestimmung von Fraféregzen wurde die DreamTaq™
DNA-Polymerase verwendet.

Die PCR erfolgte in 50 pl Gesamtvolumen in dinnvigeixd PCR-Ro6hrchen in einem
Thermocycler. Die PCR-Ansatze wurden den Hersteligaben entsprechend
zusammengestellt. Das PCR-Standardprogramm bzw.PdiR-Standardansatze sind in
Tabelle 6 beziehungsweise Tabelle 7 dargestelle Bnnealing-Temperaturen fur die
jeweiligen Primer wurden fur PCRs mit der DreamTa@MNA-Polymerase nach folgender

Formel berechnet:

Tm[°C] =@ xn(G/C)+ 2 xn(A/T))-5 n(G/ QO -Anzahl der G/C Nukleotide im Primer
n(A / T) -Anzahl der A/T Nukleotide im Primer

Tm-Schmelztemperatur

Bei Einsatz der Phusion® DNA-Polymerase erfolgte derechnung der Annealing-
Temperaturen mit dem gFCalculator” von Finnzymes. Die Elongationszeitarnteten sich

nach der zu amplifizierenden DNA-Lange und den télesangabe der DNA-Polymerase.
Primer lagen in einer Konzentration von 100 pmolipdl wurden in einer 1:10-Verdinnung
verwendet. Die verwendete genomische DNA wurded&ir PCR-Einsatz nach der Phenol-

Chloroform-Extraktion 1:10 verdunnt.
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Anzahl der

Schritt T [°C] t [sek]
Zyklen
Initiale 98 (Phusion®)/ 30 Phusion®)/
Denaturierung 95 (DreamTaq™) 120 (DreamTag™)
Denaturierung 98 (Phusion®)/ 10 (Phusion®)/
95 (DreamTag™) 30 (DreamTaq™)
Primer-Annealing primerabhangig 30
Elongation 72 je nach DNA-La&nge 35
Finale Elongation 72 600 1
Tabelle 6: PCR-Standardprogramm
DreamTaq Phusion
V [ul] V [ul]
10x DreamTaqg-Puffer 5 5x GC-Puffer 10
genom. DNA (1:10) 1,0 genom. DNA (1:10) 1,0
dNTP Mix (10 mM) 1,0 dNTPmix (10mM) 1,0
for Primer (1:10) 2,5 for Primer (1:10) 2,5
rev Primer (1:10) 2,5 rev Primer (1:10) 2,5
DreamTagq (5 U/ul) 0,5 Phusion (2 U/ul) 0,5
DMSO bei Bedarf (1,5)
ddH.0 37,5 ddHO 325
(31)

Tabelle 7: PCR-Standardansétze und Zyklen fiir Drearmiaq™- und Phusion®-DNA-Polymerase

2.2.2.6 Kolonie-PCR

Zur Uberprifung der erfolgreichen Gendeletion votorién wurde eine Kolonie-PCR
durchgefuhrt. Diese entsprach einer Standard-PCQRdeni DreamTagq™ DNA-Polymerase.
Um den Aufschluss der Bakterien sicher zu stelleerlangerte sich der initiale
Denaturierungsschritt zur Aufschmelzung der doppi#igigen DNA auf 10 min bei 95 °C.
Ausserdem wurde anstatt von genomischer DNA migaier kleinen 10 pl Pipettenspitze
eine zu testende Bakterien-Kolonie gepickt und @RPAnsatz durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren resuspendiert.
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2.2.2.7 Restriktionsverdau von DNA

Die Verifizierung von DNA-Sequenzen bzw. Plasmid#ierung erfolgte durch

Restriktionsverdau. Bei diesem wurden durch Regstrikendonkleasen spezifische
palindromische doppelstrangige DNA-Sequenzen etkand geschnitten. Fir den DNA-
Verdau wurden FastDigest® Restriktionsenzyme vonrmEatas verwendet. Das
Gesamtvolumen der Anséatze richtete sich nach delunven der zu schneidenden DNA. Der
Restriktionsverdau fur Klonierungszwecke erfolgtelOx FastDigest® Buffer. Testverdaue
erfolgten in 10x FastDigest® Green Buffer, welcheine direkte Gelbeladung zur
Gelelektrophorese von DNA erlaubte. Die Inkubatemolgte bei 37 °C fur mindestens
30 Minuten im Brutschrank oder im Thermoschittlat @0 rpm. Fur Klonierungszwecke

wurde anschlie3end die Restriktionsendonkleasem Hacstellerangaben abgestoppt.

2.2.2.8 5'-Dephosphorylierung von linearer Plasmid-DNA

Um die Religation geschnittener Plasmide zu veswindwurde diese mittels der Shrimp
Alkalischen Phosphatase (SAP) dephosphoryliert.uDaarden in 15 pl Reaktionsvolumen
10 pl Plasmid, 1,5 pl SAP-Puffer, 2,5 pl dHund 0,5 pl SAP fiir 30 min mit 750 rpm bei
37 °C in einem Thermoschattler inkubiert. Da diePSdach einiger Zeit an Aktivitat verliert,
wurden nach 30 min zu dem Ansatz weitere 0,5 pl $aA§eben und fur 30 min bei 37 °C

inkubiert.

2.2.2.9 Ligation von linearer DNA

Die Ligation zweier linearer DNA-Fragmente erfolgté Hilfe der T4-Ligase. Dabei wurden
75ng DNA-Insert und 25ng Plasmid verwendet. Diggation erfolgte in 10 pl

Gesamtvolumen mit 1 pul 10x T4-Ligasepuffer und ITdtLigase (1 U/ul). Das restliche
Volumen wurde mit DNase-freiem d@@ aufgefillt. Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei
schrittweiser Erniedrigung der Temperatur von Rampteratur zu 4 °C und wurde im

Anschluss durch Hitzeinaktivierung fur 5 min bei €5 abgestoppt.

62



2.2.2.10 Auftrennung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese (AGE)

Zur Auftrennung von DNA-Molekilen wurde die AgareGelelektrophorese verwendet.
Dabei wurden DNA-Molekule durch Anlegen eines aigkhen Feldes in einem Agarosegel
anhand ihrer Gré3e aufgetrennt. Dazu wurden stdndissig Gele aus 1,0 % (w/v) Agarose
in 1x TAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer) verwendels Elektrophoresepuffer wurde

1x TAE-Puffer benutzt. Zur GrolBenbestimmung der DRAgmente wurden 5 pl des
GroRRenstandards Lambda DNA/Ecol30l (Styl) Marken J@éermentas genutzt. Proben
wurden mit 6x DNA-Ladepuffer (Fermentas) versetztero nach Restriktionsverdau in
FastDigest® green Buffer direkt aufgetragen. Digedegte Spannung lag bei 90 V. Nach
ausreichender Auftrennung wurden die Gele fir 15480 in einem Ethidiumbromidbad

(0,5 pg/ml) bei Raumtemperatur geféarbt und anschlielend die IBNilAreszenz bei einer

Wellenlange von 302 nm mit einem Geldokumentatierdigvisualisiert.

50x TAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer)
Pro 500 mi:
121 g TRIS; 29 ml Essigsaure; 9,3 g EDTA

2.2.2.11 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von linearisierter Plasmid-DNA aBglarosegelen erfolgte mit Hilfe des
ZymoClean™ Gel DNA Recovery Kit von Zymo ResearBlazu wurde nach AGE mit
einem groRen Agarosegel und Féarbung in einem Hkimidromidbad die DNA auf einem
UV-Leuchttisch visualisiert und mit einem Skalpetie gewilnschte DNA-Bande
ausgeschnitten. Das ausgeschnittene Gelstick wimrdein zuvor abgewogenes 2 ml
Reaktionsgefald tberfuhrt, das Gewicht des Gelfraggneestimmt und weiter entsprechend

der Herstellervorgaben verfahren. Die Elution ddrAlerfolgte in 15 pl sterilem ddi®.

2.2.2.12 Hitzeschock-Transformation vonE. coli Zellen

Fur die Hitzeschock-Transformation wurden chemisoimpetenteE. coli Zellen verwendet.
Diese wurden auf Eis aufgetaut und zusammen mijtl 20gationsansatz bzw. 2 ul Plasmid
fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfoldfie 1,5 min ein Hitzeschock bei 42 °C im
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Thermoschiittler. Zur Regeneration inkubierten dadleh nach Zugabe von 500 ul LB-
Medium fur 60 min bei 37 °C. Nach der Inkubationrden alle Zellen auf einer LB-Platte
mit dem entsprechendem Antibiotikum ausgestrichbazu wurden die Zellen zuvor
pelletiert (1 min, 13.000 rpm, 4 °C), 500 pl desekdtands abgenommen und die Zellen im
verbleibenden Medium resuspendiert. Danach wurdé&ataplette Ansatz ausplattiert.

2.2.2.13 Transformation von B. subtilis mit chromosomaler DNA

B. subtilis kann unter Hungerbedingungen natirliche Kompetamtwickeln. Durch diese
kannB. subtilisaus dem umgebenden Medium DNA aufnehmen und dRe&ombination in
das Genom integrieren. Zur Erlangung der natunich€ompetenz wurden 10 ml
Kompetenzmedium in einem 100 ml Erlenmeyerkolbem \@nem frischenB. subtilis
Ausstrich von einer Einzelkolonie angeimpft und rildacht bei 37 °C und 300 rpm in einem
Wasserbadschiittler inkubiert. Mit 600 ul Ubernaghtk wurden 10 ml frisches
Kompetenzmedium in einem 100 ml Erlenmeyerkolbeimp# und fur 3 h bei 37 °C im
Wasserbadschuttler inkubiert. Anschlieend wurdem der Kultur 10ml im
37 °C-Brutschrank vorgewarmtesStarvation*Medium gegeben und fir weitere 2 h bei
37 °C unter Schitteln inkubiert. Nun wurden 40Gdgi kompetenten Zellen in ein steriles
1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt und mit 5-10 pl0lvérdinnter chromosomaler DNA oder
20 pl Plasmid im Thermoschuttler fir 40 min bei 76t und 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden 100 pl Zellen auf einer antibiotikahaltiggémB-Agarplatte ausplattiert und im
Brutschrank bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Beisriatransformationen wurde der gesamte

Ansatz, der alle Zellen enthielt ausplattiert.

2.2.2.14 Geninaktivierung von clpP durch homologe Rekombination

Flankierende 5’- und 3’-Fragmente defpP Gens wurden mit der Phusion® DNA-
Polymerase von chromosomaler DNA M@nsubtilisamplifiziert, wobei die Primer S 78/S79
fur das 5’-Fragment und S94/S95 fur das 3'Fragnbeniutzt wurden. AnschlieRend wurden
diese aufgereinigt. Eine Tetrazyklin-Kassette wurale diese flankierenden Regionen
fusioniert. Hierzu wurde diese Kassette mit denmmBrpaar S98/S99 aus dem Plasmid
pDG1515 unter Verwendung der Phusion® DNA-Polymeraamplifiziert. Unter

Verwendung der Phusion® DNA-Polymerase und DMSOdenr200 ng des 5'- und des 3'-
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Fragments, die als Primer dienten mit der Tetramkhkksette (300 ng eingesetzt), die hier als
Template diente, fusioniert (fiir Programm siehe€llab8 ). Das Produkt wurde in einer
zweiten PCR, wobei auch hier die Phusion® DNA-Pdyase und DMSO verwendet wurde,
unter Verwendung des Primerpaares S78/S95 amelifigilir Programm siehe Tabelle 9).
Das gesamte Fragment wurde hiernach, nachdem elitét mittels Sequenzierung bestatigt
wurde, Uber naturliche Kompetenz B subtilistransformiert. Auf tetrazyklinhaltigen LB-
Platten wurden die Klone selektioniert, die Ubembtbge Rekombination das Gen fir
Tetrazyklin anstatt dedpP Gens erhalten. Durch Sequenzierung (GATC Biotealtde die
Identitat des Stammes (BSR92) bestétigt.

. Anzahl der
Schritt T [°C] t [sek]
Zyklen

Initiale

_ 98 30 1
Denaturierung
Denaturierung 98 10
Primer-Annealing 60 3
Elongation 72 480 10
Denaturierung 98 10
Primer-Annealing 62 3
Elongation 72 480 + 20/Zyklus 25
Finale Elongation 72 600 1
Tabelle 8: PCR-Programm Fusion (1. PCR)

_ Anzahl der
Schritt T [°C] t [sek]
Zyklen

Initiale

_ 98 30 1
Denaturierung
Denaturierung 98 10
Primer-Annealing 60 30
Elongation 72 300 35
Finale Elongation 72 600 1

Tabelle 9: PCR-Programm Fusion (2. PCR)
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2.2.2.15 Geninaktivierung von def/fmt durch allelische Replatzierungs-Mutagenese

Der thermosensitive pMAD-Vektor wurde zur Inaktiviag der Deformylaselef und der
Formyltransferasdmt, die sich in einem Operon befinden durch alleksdReplatzierung
verwendet (BSR73) (266). Der pMAD-Vektor ermégligs ein chromosomales Gen mittels
homologer Rekombination durch ein inaktivierteseR#lu ersetzen.

Dazu wurde durch PCR mit der Phusion® DNA-Polymeratie upstream” und
~downstream* liegenden, flankierenden Regionen dgsf/fmtOperons amplifiziert. Als
Primer fur die ypstream*liegende Region (5’ Fragment) dienten die Oligdeatide S13
und S14. Die gownstream“liegende Region (3’ Fragment) wurde mit den Pri@&5 und
S16 amplifiziert. Die beiden amplifizierten Fragrteenwurden aufgereinigt und durch
Restriktionsverdau Uberhange erzeugt. Das 5'-Frageneurde miBamHIundSall, das 3'-
Fragment mitSall und Ncol verdaut. Die geschnittenen Fragmente wurden agifggt und
phosphoryliert. Der pMAD-Vektor wurde mBamHI und Ncol verdaut und aufgereinigt.
Nach Dephosphorylierung wurden die 5'- und 3'-Fragmte gleichzeitig in den pMAD-
Vektor ligiert. Der ligierte pMAD-Vektor wurde ansiefend in E. coli XL1-Blue
transformiert und auf ampicillinhaltigen LB-Plattesusgestrichen. Klone wurden nach
Miniprep und Testverdau mBamHI|, Sall und Ncol durch AGE auf ihre Identitat geprift.
AnschlieBend wurde der rekombinante Vektor von raingositiven Klon durch
Sequenzierung kontrolliert. Der sequenzierte Vektarde nun in natirlich kompetenk
subtilis Zellen transformiert und mit Hilfe von Ery-/Linc-Selektisplatten die erfolgreiche
Transformation getestet. Mit Einzelklonen wurdeeei® ml Vorkultur ohne Antibiotika
angeimpft und bei Raumtemperatur, bei welcher derntosensitive pMAD-Vektor nicht
replizieren konnte, im Kulturroller fir mindeste®@sh oder tUber Nacht inkubiert. Nach
Uberimpfen von 100 pl Kultur in frisches 3 ml LB-Miem und erneuter Inkubation bei
Raumtemperatur fur 8 h, wurden die Bakterien ireeMerdiinnungsreine von *Mis 10’
auf LB-Platten ausgestrichen. Durch Umstreichen Buf-/Linc-LB-Platten und einem
Rettungsausstrich auf reine LB-Platten, wurden Ko auf Verlust des Vektors getestet.
Ery-/Linc-sensitive Klone wurden nach Kolonie-PCR den Oligonukleotiden S23 und S24
und mittels Sequenzierung (GATC Biotech) auf Vdrtlssdef/fmtOperons getestet.

66



2.2.2.16 Klonierung des Expressionsvektors pTYBZXtpG

Zur Uberexpression und Aufreinigung des HtpG-Prsteiwurde dieses in den
Expressionsvektor pTYB2, der es ermdglicht Protemieeinem C-terminalen, abspaltbaren
Intein-Tag zu fusionieren und das Fusionsprotein nach Indokinit IPTG in mittelhohen
Expressionsraten i&. coli zu exprimieren, kloniert. Eine Reinigung ist Ulden Intein-Tag
maoglich. Der Vektor pTYBAtpG wurde hergestellt indem dagpG-Gen durch PCR mit der
Phusion® DNA-Polymerase und mit den Primern S3 8ddamplifiziert wurde. Durch die
PCR wurden dem amplifizierten Fragment ekéel Restriktionsschnittstelle hinzugefugt,
die es ermdglichten das Fragment in dmeltiple cloning sitedes pTYB2-Vektors zu
klonieren. Das amplifizierte Fragment wurde durdBEAauf seine Identitat gepruft und mit
Ndel verdaut. Der pTYB2-Vektor wurde miNdel und Smal verdaut und durch AGE
aufgetrennt. D&mal, blunt' schneidet, musste das Genfragment nicht gesehniteerden.
Durch die Bestellung eines phosphorylierten Prinveais auch keine weitere Vorbehandlung
notig. Die Bande des linearisierten Vektors wurdscalie3end aus dem Agarosegel isoliert.
Nach 5'-Dephosphorylierung des linearisierten Vektawurde dashtpG+ragment in den
Vektor ligiert, durch Hitzeschocktransformation i coli XL1-Blue eingebracht und auf
ampicillinhaltigen LB-Platten selektioniert. Mit gmaillinresistenten Klonen wurde eine
Ubernachtkultur angeimpft und durch Miniprep diagPhid-DNA extrahiert. Die Identitat des
pTYB2-htpG-Vektors wurde durch Restriktionsverdau und Seqgeenag Uberpruft.

2.2.2.17 Herstellung des Expressionsvektors pTYB2MpG Trap  mittels
QuikChange® Mutagenesis

Fur die Herstellung des pTYB2pG Trap Vektors, wurde das Adenin an Position 92 des
htpG Gens im PTYB2 Plasmid durch ein Cytosin mittels askChange® Il XL Site-
Directed Mutagenesis Kit und unter Verwendung desmé&paares S44/S45 nach
Herstellerangaben mutiert. Eine erfolgreiche Mutege fuhrt zu einer Einflhrung einer
BssHII-Schnittstelle, mittels der die Mutagenesstéitggt werden konnte. Zusatzlich wurde

die Identitat des Vektors durch Sequenzierung bgsta
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2.2.2.18 Herstellung der B. subtilis htpG Trap Mutante durch allelische
Replatzierungs-Mutagenese

Um einenB. subtilisStamm herzustellen, der anstatt HtpG, HtpG Traplymiert (BSR102),
wurde der thermosensitive pMAD-Vektor verwendetetdu wurdehtpG Trap mit dem
Primerpaar S35/S36 und unter Verwendung der Ph@siziNA-Polymerase aus dem Vektor
pTYB2-htpG Trap amplifiziert. Durch die PCR wurden dem anmipidrten FragmenBamHI
und Ncol Restriktionsschnittstellen hinzugefugt, die es @ghichten das Fragment in das
pMAD-Plasmid zu klonieren. Das amplifizierte Fragmewvurde durch AGE auf seine
Identitat gepruft und miBamHI/Ncolverdaut. Der pMAD-Vektor wurde auch nidamHI
und Ncol verdaut und durch AGE aufgetrennt. Die Bande desafisierten Vektors wurde
anschlieBend aus dem Agarosegel isoliert. NachepHosphorylierung des linearisierten
Vektors wurde das htpG TrapFragment in den Vektor ligiert, durch
Hitzeschocktransformation ik. coli XL1-Blue eingebracht und auf ampicillinhaltigen 1.B
Platten selektioniert. Klone wurden nach MiniprepduTestverdau miBamHI und Ncol
durch AGE auf ihre ldentitat gepruft. AnschlielBendrde der rekombinante Vektor von
einem positiven Klon durch Sequenzierung kontrdlliBer sequenzierte Vektor wurde nun
in natdrlich kompetenteB. subtilis Zellen transformiert und mit Hilfe von Ery-/Linc-
Selektionsplatten die erfolgreiche Transformatietegtet. Mit Einzelklonen wurde eine 3 ml
Vorkultur ohne Antibiotika angeimpft und bei Raumigeratur, bei welcher der
thermosensitive pMAD-Vektor nicht replizieren koantm Kulturroller fir mindestens 8 h
oder Uber Nacht inkubiert. Nach Uberimpfen von il0&ultur in frisches 3 ml LB-Medium
und erneuter Inkubation bei Raumtemperatur fur &iuyden die Bakterien in einer
Verdiinnungsreihe von PObis 10” auf LB-Platten ausgestrichen. Durch Umstreicheh au
Ery-/Linc-LB-Platten und einem Rettungsausstricli aine LB-Platten, wurden Kolonien
auf Verlust des Vektors getestet. Ery-/Linc-seusitklone wurden nach Kolonie-PCR mit
den Oligonukleotiden 214/S1 und anschlieRendemriRéshsverdau mitBssHIl und AGE
und mittels Sequenzierung (GATC Biotech) aufluligG Trap Variante getestet.

2.2.2.19 Herstellung desB. subtilis Stammes, der GFP ektopisch exprimiert

Um einenB. subtilisStamm herzustellen, der GFP ektopischaimy Lokus exprimieren kann

(BSR26), wurde das Plasmid pSG1158irsubtilisiiber natirliche Kompetenz transformiert
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und auf Spectinomycinresistenz selektiert. Die #inding in deramy Lokus wurde durch
einen Standard-Amylasetest Uberprift. Dazu wurdestlamm auf LB-Platten, die 1% Starke
enthielten, ausgestrichen und Uber Nacht bei 3inRabiert. AnschlieRend wurden der Platte
lodkristalle zugefiigt, welche die Starke anfarl@®&t@mme, die das Gen fur AmylasenyB
enthalten produzieren einen ungefarbten BereichdamAusstrich, wahrend der Stamm, in
demgfp erfolgreich eingebracht wurde, keinen ungefarbtereBh aufweist, da das Gen fur

Amylase dadurch zerstort wurde.

2.2.2.20 Herstellung desB. subtilis Stammes, der anstatimdh-gfp::cat mdh-gfp::spec
kodiert

In demB. subtilis Stamm, demdh-gfpchromosomal kodiert tragt (BNM224), wurde unter
Verwendung des Plasmids pCM::SP die Antibiotikatesiz von Chloramphenicol zu
Spectinomycin (268) umgeandert. Dazu wurde dasritagber natirliche Kompetenz den
Stamm BNM224 transformiert und auf spectinomycitipah LB-Platten selektioniert, um
die Antibiotikaresistenz von Chloramphenicol dur@®ypectinomycin (ber homologe

Rekombination zu ersetzen.

2.2.2.21 Herstellung desB. subtilis Stammes, der Mdh als Fusion mit YFP exprimiert

Um einenB. subtilis Stamm herzustellen, der Mdh als Fusion mit YFPriexpren kann
(BSR3), wurde das Gen fandhin den Vektor pSG1187 (YFP Fusionsplasmid) klanieer
Vektor pSG118mmdhwurde hergestellt indem dasdhGen durch PCR mit der Phusion®
DNA-Polymerase und mit den Primern 288 und 289 dimight wurde. Durch die PCR
wurden dem amplifizierten Fragmepnl und EcoRIRestriktionsschnittstellen hinzugefigt,
die es ermoglichten das Fragment in das pSG11&idazu klonieren. Das amplifizierte
Fragment wurde durch AGE auf seine Identitat gepuafd mit Kpnl/EcoRI verdaut. Der
pSG1187-Vektor wurde auch niipnl und EcoRIverdaut und durch AGE aufgetrennt. Die
Bande des linearisierten Vektors wurde anschlielzrsddem Agarosegel isoliert. Nach 5°-
Dephosphorylierung des linearisierten Vektors wudds mdhFragment in den Vektor
ligiert, durch Hitzeschocktransformation iE. coli XL1-Blue eingebracht und auf
ampicillinhaltigen LB-Platten selektioniert. Mit gmgillinresistenten Klonen wurde eine

Ubernachtkultur angeimpft und durch Miniprep diagPhid-DNA extrahiert. Die Identitat des
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pSG1187mdhVektors wurde durch Restriktionsverdau und Seqeenag Uberpruft.
Anschlie3end wurde der Vektor tber natirliche Kotape inB. subtilistransformiert und
auf chloramphenicolhaltigen LB-Platten selektiohiam eine Campbell-Integration dedh-

yfp Fusion, gefolgt von einem zweitendh Gen, dem das 5’ Ende einschliel3lich Startkodon
fehlt, im nativenmdh Lokus zu erhalten. Durch Sequenzierung wurde dentitat des
Stammes bestatigt.

2.2.2.22 Klonierung des Vektors pet28amcsB

Zur Uberexpression und Aufreinigung des McsB-Prateiwurde sein Gen in den
Expressionsvektor pet28a kloniert. Dieser ermdgliek Proteine sowohl mit einem N-
terminalen, als auch mit einem C-terminalen Hisyzu fusionieren und das Fusionsprotein
nach Induktion mit IPTG in hohen Expressionsrate.icoli zu exprimieren. Uber den His6-
Tag ist eine Reinigung des Proteins moglich.

Der Vektor pet28ancsB wurde hergestellt indem dasmcsBGen durch PCR mit der
Phusion® DNA-Polymerase und mit den Primern S68 &8 amplifiziert wurde. Durch die
PCR wurden dem amplifizierten Fragmenthel und Ncol Restriktionsschnittstellen
hinzugefiigt, die es ermdglichten das Fragment s pet28a-Plasmid zu klonieren. Das
amplifizierte Fragment wurde durch AGE auf seinentitat geprift und mitNhel/Ncol
verdaut. Der pet28a-Vektor wurde auch mihel und Ncol verdaut und durch AGE
aufgetrennt. Die Bande des linearisierten Vektowsde anschlie3end aus dem Agarosegel
isoliert. Nach 5‘-Dephosphorylierung des linearitga Vektors wurde damcsBFragment in
den Vektor ligiert, durch Hitzeschocktransformatiark. coli XL1-Blue eingebracht und auf
kanamycinhaltigen LB-Platten selektioniert. Mit kamycinresistenten Klonen wurde eine
Ubernachtkultur angeimpft und durch Miniprep diagPhid-DNA extrahiert. Die Identitat des

pet28amcsBVektors wurde durch Restriktionsverdau und Seqeenag Uberpruft.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Aggregatpraparation

Fiur die Proteinaggregatpraparation wurden 10Bmsubtilis Zellen, die unter Hitzestress-
oder Thermotoleranzbedingungen kultiviert wurdeit, 4600 rpm bei 4 °C (Centrifuge 580
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R) pelletiert, in Puffer A gewaschen und anschinel3en 500 pl Puffer A mit 0.33 mg/ml
Lysozym, 20 pg/ml DNAsel, 20 pg/ml RNAsel, 1 mM PKSL% Triton X-100 far 90
Minuten bei 37 °C und 750 rpm aufgeschlossen. Nacligeschlossene Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 2000 rpm fir 2 min bei 4 °C (Rige fresco) entfernt, um den
Gesamtzellextrakt (CE) zu erhalten, wobei 80 pselie-raktion fir das SDS PAGE und die
Bestimmung der Proteinkonzentration zurtiickgehaltarden. Durch die Zentrifugation des
Ubrigen Gesamtzellextrakts bei 13000 rpm fur 30 ben4 °C (Biofuge fresco) wurde die
l6sliche Fraktion (SN) von der Pelletfraktion abvgent. Das Pellet wurde anschlieRend in
Puffer A mit 1 % Triton X-100 fur zwei Stunden béi°C durch Rotierung bei 18 rpm
gewaschen. Diese Prozedur wurde mit 0,5 % TritohOB-wiederholt. Die Pellets wurden
hiernach bei 13000 rpm fur 30 min (Biofuge frescogntrifugiert, um unldsliche
Proteinaggregate (P) zu erhalten, die letztendiich80 pl Rehydratationspuffer gelost
wurden. Die Proteinkonzentration des CE und SN wubgstimmt und standardmafig
wurden 5 pg der Gesamtproteinmenge fur die SDS PAG& Western Blot Analyse
benutzt. Fir den Nachweis der Proteine DnaK odgsPClvurde jedoch nur 1 pug
Gesamtproteinmenge aufgetragen. Das Volumen derref§gtraktion wurde jeweils
proportional an die absolute Proteinmenge des mxdspnden Gesamtzellextrakts angepasst,
wobei die 1,5-fache Menge aufgetragen wurde. AlsitR&ontrolle wurden in der Western
Blot Analyse jeweils 100 ng des gereinigten Pratefaul3er fur TrxA (11,4 kDa)), das
nachzuweisen war, aufgetragen. Die Reinigung vgoGH{72 kDA) , CIpC (90 kDA), MecA
(26,5 kda), McsB (41 kDa) und CIpP (22,4 kDa), veurin Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrt und stehen unter 2.2.4 beschriebea.Mdoteine MDH (34 kDa), DnaK (67
kDa), Spx (15 kDa) und ClpX (30 kDa) wurden freuckkrweise von N. Moliere zu
Verfigung gestellt.

Puffer A
50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8

Rehydratationspuffer
7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% (w/v) 3-((3Clamidopropyl)-Dimethylammonio)-1-
Propanesulfonat (CHAPS), 100 mM Dithiothreitol
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2.2.3.2 Bestimmung der Konzentration von Proteinen (Bradfod-Assay)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgteotpmetrisch durch einen Bradford-
Assay. Bei diesem bindet der Farbstoff Coomassiiddt Blau G250 an Proteine, wobei
sich seine Absorption proportional zur Proteinkareagion verandert. Die Messung erfolgte
in einer 96er-Mikrotiterplatte im Plattenleser (@ac Sunrise Plate Reader) bei einer
Wellenlange von 595 nm. Dazu wurden zur MessungPrpbe und 250 pl 1x Roti®Quant-
Losung far 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. DAeswertung erfolgte durch das
Programm Magellan™. Die Proteinkonzentration wuatdand einer Eichgerade mit BSA

bestimmt.

2.2.3.3 Auftrennen von Proteinen mittels Glycin-SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte durch denatende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) im TRIS-Glycin-Puf§stem (modifiziert nach (271)). Bei
dieser wurden denaturierte Proteine mit SDS belashehim elektrischen Feld anhand ihrer
MolekulargréRe durch ein diskontinuierliches Polyéamidgel aufgetrennt. Zur
Proteinauftrennung wurden standardmafiig 12,5% Wiw.kleine Proteine 15% (zum
Nachweis von Spx und TrxA) diskontinuierliche Pagpdamidgele mit 5% Sammelgel
verwendet. Die Zusammensetzung der Gele ist in IEab&0 dargestellt. Als
Elektrophoresepuffer wurde 1x SDS-Laufpuffer genhuRzoben wurden mit denaturierendem
4x SDS-Probenpuffer fur 5 min, mit 750 rpm, bei°@5im Thermoschuttler aufgekocht und
anschlieBend in einer Tischzentrifuge herunterfagtert. Zur Groél3enbestimmung der
Proteine wurden 6 pl Groéf3enstandard von Fermentfgetaagen. Dabei wurden fir eine
anschlieRende Coomassie-Farbung Unstained Prow@ecMar Weight Marker bzw. fur eine
Western Blotanalyse Prestained Protein MolecularigiMe Marker verwendet. Die
Auftrennung erfolgte im Mini-PROTEAN® 3 Cell Syste(® 10 cm/H 7,5 cm) oder im
PROTEAN® Il xi Cell (B 23 cm/H 18 cm).

Um ein schérferes Auftrennen zu gewahrleisten,lgidodas Einlaufen der Proteine in das
Trenngel mit 90 V und danach bis zum Ende mit 180 V

Bei der Verwendung von groRen Gelen musste dierdosansetzung in Tabelle vervierfacht
werden und das Einlaufen der Proteine in das Trrer@plgte mit 30 V und danach bis zum

Ende mit 180 V, um ein scharfes Auftrennen zu gels#ten.
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Proteingele wurden im Anschluss mit Coomassie-Hasbhag gefarbt oder es erfolgte mittels
Western Blot Analyse eine Immundetektion.

5% 12,5 % 15 %
ddH0 [m] 1,8 4,6 3,4
30% Acrylamid [ml] 0,83 6,3 7,5
0,5 M TRIS-HCI [ml]

1,26 - -
(pH 6,8)
1,5 M TRIS-HCI [ml]

- 3,8 3,8
(pH 8,8)
10 % (w/v) SDS [ull] 50 150 150
10 % (w/v) APS [un 50 150 150
TEMED [y 5 6 6

Tabelle 10: Zusammensetzung von 2 Sammel- und Tregalen fir Glycin-SDS-PAGE

10x SDS-Laufpuffer
0,5 M TRIS; 1,92 M Glycin; 1% (w/v) SDS

4x SDS-Probenpuffer
500 mM TRIS-HCI (pH 6,8); 40 % (v/v) Glyzerin; 20 @4/v) p-Mercaptoethanol; 8 % (w/v)
SDS; 0,6 % (w/v) Bromphenolblau

2.2.3.4 Coomassie-Farbung von Proteinen nach SDS-PAGE

Zur Visualisierung von Proteinen nach einer SDS-EA®urden sie mit Coomassie-
Brilliantblau R250 angefarbt. Dazu wurden die Pragele in Coomassie-Farbeldsung bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert bis @al eine blaue Farbe annahm. Um die
Farbung zu beschleunigen wurde Gel und FarbeltsomgHilfe einer Mikrowelle kurz
aufgekocht. Im Anschluss wurde das Gel in Leituragser entfarbt und unter mehreren
Wasserwechseln auf einem Schuttler entfarbt bisRimteinbanden ausreichend sichtbar

wurden.
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Coomassie-Farbeldsung

50 % (v/v) EtOH (vergallt); 10 % (v/v) Essigsauf®25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue
R250

2.2.3.5 Western Blot Analyse und Immundetektion

Der Nachweis spezifischer Proteine in einem Prgtdirerfolgte durch die Western Blot
Analyse. Dabei wurden Proteine nach AuftrennungcldUDS-PAGE im semi-dry-oder
Nassblot-Verfahren elektrophoretisch auf eine P\NDémbran (Roth) Ubertragen und das
gewinschte Protein durch spezifische Antikorpeekiedrt.

Dazu wurde vor dem Blotten der Proteine die PVDR¥Mean durch Inkubation fir 1 min in
100 % Methanol aktiviert. Danach wurde die PVDF-Mbeam zusammen mit dem Proteingel
und 2 Blotting-Papieren fur einige Minuten in 1x amsferpuffer aquilibriert. Der
Proteintransfer erfolgte einerseits mit einem a@ &phitelektroden bestehendesemi-dry-
Elektroblotter. Die in Transblotpuffer aquilibriert Blot-Bestandteile wurden von Anode zur
Kathode in der Reihenfolge: Blotting-Papier, PVDIeibran, Gel, Blotting-Papier
luftblasenfrei gestapelt. Der Proteintransfer gt®l fiur 1 h mit ca. 100 mA und 9 V.
Andererseits erfolgte der Proteintransfer mittelssdblot-Elektrophorese iMini Trans-
Blot® Electrophoretic Transfer Cell System nachdtielierangaben fir 1 h bei 100V.

Im Anschluss an den Proteintransfer wurden unsigebeé Bindestellen der PVDF-Membran
durch Inkubation in TBSM-Puffer fur min. 1 h beil®atemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C
geblockt. Danach wurde die Membran fur 1 h bei Raomperatur oder Gber Nacht bei 4 °C
mit TBSM und dem Priméarantikorper inkubiert. Dierwendeten Antikdrper und die
eingesetzte Verdinnung sind in Tabelle 11 aufgéfilNach Inkubation mit dem
Primarantikorper (siehe Tabelle 11), wurde die Meant2x 15 min in TBST gewaschen und
anschlief3end fir 1 h mit dem Sekundarantikbrpeubrdet. Als Sekundérantikdrper wurde
1:5000 verdunntes Immunglobulin G, welches an dkaliache Phosphatase gekoppelt ist
(siehe Tabelle 11)erwendet. Nach Entfernen der Antikdrperlésung wew2a fir 15 min mit
TBS-Puffer gewaschen und anschlie3end fur 20 mikPirPuffer inkubiert.

Die Proteindetektion erfolgte mittels BCIP/NBT-Féang, wobei 0,0165 % w/v BCIP und
0,033 % w/v NBT zu der Membran und 20 ml AP-Puffgrettiert wurden.

Antikorper Verdinnung Quelle
Rabbit IgG 1:5000 Ziege
GFP 1:2500 Maus
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Mouse IgG 1:5000 Ziege

HtpG 1:40000 Kaninchen
ClpC 1:5000 Kaninchen
Mdh 1:5000 Kaninchen
DnaK 1:40000 Kaninchen
McsB 1:2500 Kaninchen
ClpX 1:5000 Kaninchen

Spx 1:5000 Kaninchen
YjbH 1:1000 Kaninchen

TrxA 1:2500 Kaninchen

ClpP 1:40000 Kaninchen
MecA 1:5000 Kaninchen

Tabelle 11: Antikorper

10x Transferpuffer
58 g TRIS; 29 g Glycin; 3,7 g SDS; 20 % (v/v) Meatbh lagern bei 4 °C

TBS-Puffer
50 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl

TBSM-Puffer (TBS-Milchpulver)
50 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 150 mM NacCl; 5 % (w/v) Mhpulver

TBST-Puffer (TBS-Tween)
50 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 150 mM NacCl; 0,05 % (viijveen® 20

AP-Puffer (Alkalische Phosphatase Puffer)
100 mM TRIS; 100 mM NacCl; 5 mM Mgglauf pH 9,5 titrieren

NBT
5% wi/v in 70% v/v Dimethylformamid

BCIP
5% wi/v in Dimethylformamid
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2.2.3.6  Uberexpression von Proteinen

Zur Uberexpression von Proteinen wurden die Vektgg®E70, pQE60 und pet28a fiir His-
markierte Proteine beziehungsweise pTYB12 fir mtaarkierte Proteine verwendet. Die
Plasmide wurden durch HitzeschocktransformationEincoli ER2566- (pTYB2, pet28a)
beziehungsweise FI1202- Zellen (pQE60, pQE70) d&regdt, auf ampicillin-
beziehungsweise kanamycinhaltigen LB-Platten seleiart und eine Glyzerinkultur
angelegt. Von der Glyzerinkultur wurde mit einererdén Pipettenspitze eine LB-
Ubernachtkultur angeimpft und im Inkubationsscleiit{Ecotron®) tber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Am nachsten Tag erfolgte die Uberexpression, woh&-Medium 1:100 in 5|
Erlenmeyerkolben mit Schikanen und dem jeweiligentifiotikum angeimpft wurde. Die
Inkubation erfolgte im Unitron®-Inkubationsschuttleei 37 °C . Bei einer Oddonm vOn ca.
0,7 wurde die Uberexpression mit 1 mM IPTG bezigsweise 20 % Lactose induziert.
Anschliel3end wurden die Kulturen in SLC-Zentrifugeaher tberfuhrt und bei 6.000 rpm
fir 10 min bei 4 °C mit der Sorvall® RC-5B (SLC40B0tor) pelletiert. Im Anschluss wurde
der Uberstand dekantiert und die Pellets bei -2&v&@gefroren. Von dem jeweiligen, zu

reinigenden Protein abhangige Durchfiihrungem deeréitpression sind in Tabelle 12

zusammengefasst.

Protein Anzuchtvolumen (L)  Antibiotikum Induktion

ClpC 4 Ampicillin Lactose, Uber Nacht, 16
°C

HtpG 6 Ampicillin Lactose, Uber Nacht, 16
°C

MecA 4 Ampicillin 1 mM IPTG, 3 h, 37 °C

ClpP 2 Ampicillin 1 mM IPTG, 3 h, 37 °C

McsB 2 Kanamycin 1 mMIPTG, 1 h, 37 °C

Tabelle 12: Eigenschaften der Uberexpression denjeeiligen Proteine

2.2.3.7 Schneller Zellaufschluss

Der Aufschluss vorB. subtilis Zellen erfolgte bei dieser Methode durch osmogstise.

Falls nicht anders beschrieben, erfolgten alle i8ehawuf Eis. Dazu wurde das Pellet einer 1
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Ml ODsoonnrKultur von 1 in 1000 pl gekthltem STM-Puffer regaadiert und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 Uberfihrt. AnschlieRend wurden dielleZ in einer vorgekihlten
Tischzentrifuge (Biofuge Fresco) fur 5 min mit 600@m bei 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Nach diesem Waschschritt @udie Zellen in 100 pl STM-Puffer mit
0,33 mg/ml Lysozym fur 5min bei 37 °C aufgeschémss AnschlieRend konnte die
Proteinkonzentration des Zelllysats bestimmt werdem ein SDS PAGE wurden 30 pl des

Proteinextrakt mit SDS-Probenpuffer versetzt undsfinin bei 95 °C aufgekocht.

STM-Puffer
50 mM TRIS, pH 8,0; 50 mM NaCl; 5 mM Mg£R5 % (w/v) Saccharose, lagern bei 4 °C

2.2.3.8 Zellaufschluss mittels French-Press

Der schnelle Zellaufschluss von Uberexpressionskerit erfolgte mit Hilfe der French-Press.
Alle Schritte erfolgten dabei auf Eis. Dazu wurdeme Zellpellets, abhéngig vom

aufzureinigenden Protein, in insgesamt 20 ml pss®dnibitorhaltigen French Press-
Lysepuffer resuspendiert und in ein 50 ml Falcorchlén Gberfuhrt. Der Zellaufschluss
erfolgte mit 3 Passagen durch die French Presgibem Druck von mindestens 1.000 bar.
Das Lysat wurde nun in ein SS34-Rohrchen Uberfibie Zelldebris wurden durch

Zentrifugation 45 min, mit 18.000 rpm, bei 4°C mihem SS34-Festwinkelrotor (Sorvall®
RC-6+) pelletiert. Der Uberstand (Rohextrakt) wuidesin 50 ml Falconréhrchen tberfihrt

und konnte nun fir die weitere Proteinaufreiniguagvendet werden.

ClpC-Lysepuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 300 mM KCI; 5 mM Mggll
Complete™ Proteaseinhibitor Cocktail (1 Tablett&@eml); 0,04 mg/ml DNAsel

HtpG-Lysepuffer
20 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 500 mM NaCl; 1 mM EDTA,
Complete™ Proteaseinhibitor Cocktail (1 Tablett&@eml); 0,04 mg/ml DNAsel

MecA-Lysepuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8); 300 mM NaCl; 5 mM Mgg&I10 mM Imidazol; ImM DTT

77



Complete™ Proteaseinhibitor Cocktail (1 Tablett&@eml); 0,04 mg/ml DNAsel

ClpP-Lysepuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 300 mM NacCl; 10 % GlyzeritD mM Imidazol; 2mM DTT
Complete™ Proteaseinhibitor Cocktail (1 Tablett&@eml); 0,04 mg/ml DNAsel

McsB-Lysepuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8); 300 mM NacCl; 10 % Glyzerib) mM Imidazol;
Complete™ Proteaseinhibitor Cocktail (1 Tablett&@eml); 0,04 mg/ml DNAsel

2.2.3.9 Proteinaufreinigung durch Ni-NTA-Affinitdtschromato graphie

Die Aufreinigung von Hismarkierten Proteinen erfolgte durch  Ni-NTA-
Affinitatschromatographie. Dazu wurde eine Saulé emer Fritte versehen und mit 500 pl
Ni-NTA Matrix von Qiagen pro Liter Anzuchtvolumereladen. Nach Waschen der Saule mit
20 ml ddHO wurde das Saulenmaterial mit einer 2. Fritte elees. Zur Vorbereitung der
Saule wurde diese im 10x Matrixvolumen des entsmeden Lysepuffers (siehe 2.2.3.8)
aquilibriert. Alle folgenden Schritte wurden ab shen Punkt im 4 °C-Kihlraum
durchgefihrt. Nach Auftragen und Durchlaufen debdXtrakts wurde die Matrix mit 5 x 10
ml Waschpuffer gewaschen. AnschlielBend wurde daseifr mit einem imidazolhaltigen
Elutionspuffer von der Saule eluiert, wobei die Mendem 3-fachen Matrixvolumen

entsprach. Das Eluat wurde bei 4 °C gelagert.

MecA-Waschpuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8); 300 mM NaCl; 5 mM Mg&120 mM Imidazol; ImM DTT

ClpP-Waschpuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 300 mM NacCl; 10 % Glyzerk0 mM Imidazol; 2mM DTT

McsB-Lysepuffer

50 mM TRIS-HCI (pH 8); 300 mM NacCl; 10 % GlyzeriaQ) mM Imidazol;
MecA-Elutionspuffer

50 mM TRIS-HCI (pH 8); 300 mM NaCl; 5 mM Mgg1250 mM Imidazol; 1 mM DTT
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ClpP- Elutionspuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 300 mM NaCl; 10 % Glyzer60 mM Imidazol; 2 mM DTT

McsB- Elutionspuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8); 300 mM NacCl; 10 % Glyzer®)0 mM Imidazol; 1 mM DTT

2.2.3.10 Proteinaufreinigung durch Chitin-Affinitdtschromato graphie

Die Aufreinigung von Intein-markierten  Proteinen foégte durch  Chitin-
Affinitatschromatographie. Die Aufreinigung erfadgtwenn nicht anders beschrieben, wie in
Kapitel 2.2.3.9. Dazu wurde eine Saule mit 3 mlftablumen Chitin-Sepharose-Kiigelchen
verwendet. Nach Auftragen des Rohextrakts und Waschit 5 x 10 ml Waschpuffer,
wurden 10 ml DTT-haltiger Elutionspuffer auf dieuB&aufgetragen und diese kurz vor dem
Durchlaufen des Elutionspuffer verschlossen. Dudblernacht-Inkubation der Saulenmatrix
im Elutionspuffer bei 4 °C wurde durch das DTT detein-Tag von dem gebundenden
Protein abgespalten, wodurch dieses eluiert wukdenachsten Tag wurde das Protein mit 3
Matrixvolumen Waschpuffer von der Saule gewaschge. Effektivitat der Aufreinigung
wurde durch SDS-PAGE des aufgefangenen Eluats kiberp

ClpC-Waschpuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 300 mM KCI; 5 mM Mggl

HtpG-Waschpuffer
20 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 500 mM NaCl; 1 mM EDTA;

ClpC-Elutionspuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 300 mM KCI; 5 mM Mggl50 mM DTT

HtpG-Elutionspuffer
20 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 50M DTT
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2.2.3.11 Aufkonzentration von Proteinlésungen durch Ultrafiltration

Zum schonenden Aufkonzentrieren von Proteinlésungearde eine Ultrafiltration
vorgenommen. Dazu wurden Vivaspin 6 Zentrifugallarizatoren nach Herstellerangaben
verwendet. Die Zentrifugation erfolgte mit 5000 rgmei 4 °C (Centrifuge 5804R). Zur
Vorbereitung der Filtermembran zentrifugierten diesir 10 min mit ddHO und
anschlief3end fir weitere 10 min mit dem jeweiligrarifer. Proteinlésungen wurden bis 0,3-

1,5 ml Endvolumen aufkonzentriert.

2.2.3.12 Dialyse von Proteinlésungen

Um Imidazol aus Proteinldsungen nach der Ni-NTAidtatschromatographie zu entfernen,
kann eine Dialyse durchgefiuihrt werden. Dazu wuiSipectra/Por®-Dialyseschlauche mit 6-
8 kDa MWCO verwendet. Die Proteinldsung wurde n&gliilen des Dialyseschlauches mit
ddH0 und Aquilibrieren im Dialysepuffer in den Schlaugefillt. Die Inkubation erfolgte

Uber Nacht im Kiuhlraum bei 4 °C in 2 L Dialysepuféaif einem Magnetrihrer. Am nachsten
Tag wurde nach Pufferwechsel fur weitere 3h inkib#&nschliel3end konnten die Proteine in
flissigen Stickstoff eingefroren werden und bis weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert

werden.

MecA-Dialysepuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 300 mM NaCl; 5 mM Mg&£il mM DTT

McsB-Dialysespuffer
50 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 200 mM KCI; 5 mM Mg&l10 % Glyzerin; 1 mM DTT

2.2.3.13 Entsalzung von Proteinldsungen

Eine schnellere Moglichkeit Imidazol aus Proteioldgen nach der Ni-NTA
Affinitditschromatographie zu entfernen, kann dudike Reingung mit einer High Trap
Desalting-S&aule mit Hilfe des AKTARurifier" erreicht werden. Dies wurde fiir das Protein
ClpP angewandt. Der verwendete Laufpuffer wurde®ebrauch sterilfiltriert, entliftet und

vorgekuhlt. Das Auftragsvolumen betrug 1,5 ml, didussrate 5 ml/min und die
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Fraktionsgrof3e 0,3 ml. Die Proteinelution erfolgber zwei Sdulenvolumen und wurde durch
Messung der Absorption bei 228 nm verfolgt.
Anschlie3end konnten die Proteine in flissigen kStaff eingefroren werden und bis zur

weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert werden.

ClpP-Laufpuffer (Entsalzung)
50 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 200 mM NacCl; 10 % GlyzeriimM EDTA; 2 mM DTT

2.2.3.14 Aufreinigung von Proteinen durch Gelfiltrationschromatographie

Die Gelfiltrations-Chromatographie ermdglicht es Idkille anhand ihrer GroRRe
aufzutrennen. Dabei werden diese durch eine hodspoMatrix geleitet, in der kleinere
Molektle starker zuriickgehalten werden als gré3gre.diente der Abtrennung von DTT,
Imidazol und Kleinerer Proteinverunreinigungen. @elfiltrationslaufe erfolgten mit Hilfe

des AKTA-,Purifier" und lber die HiLoad 16/60 SuperDex 75 PepgradéeJai6x60 cm).

Der verwendete Laufpuffer wurde vor Gebrauch dtiriért, entliftet und vorgekihlt. Die

Pufferzusammensetzung richtete sich nach dem jgerilProtein. Das Auftragsvolumen
betrug 0,3 ml, die Flussrate 1 ml/min und Frak&oangsgrol3e 2 ml. Die Proteinelution
wurde durch Absorption der Peptidbindungen bei @28verfolgt. ClpC und HtpG wurden
vor der Gelfiltrtionschromatographie auf 300 pl lkaurfzentriert. Die Fraktionen wurden
mittels SDS PAGE analysiert. Fraktionen, die dawigechte Protein enthalten wurden

zusammengefasst.

ClpC-Gelfiltrationspuffer
20 mM Bicin (pH 8,9); 200 mM KCI; 5 mM Mggl

HtpG-Gelfiltrationspuffer
25 mM HEPES-KOH (pH 7.4); 200 mM KCI; 5 mM MgCl

2.2.3.15 Aufreinigung von Proteinen durch Anionentauschchronatographie

Die Anionentausch-Chromatographie erfolgte mit ¢lilfles AKTA-Purifier" Gber die

Resource Q — Saule (1 ml). Die verwendeten Pufierden sterilfiltriert, entliftet und auf
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4 °C vorgekuhlt. Die Saule wurde vor Gebrauch iffd?ul aquilibriert. Das zu reinigende
Protein wurde auf 50 ml in Puffer 1 verdinnt, une @alzkonzentration, die in dieser
Chromatographie stéren kann, zu vermindern. Diesdfate betrug 1,5 ml/min und die
FraktionierungsgréRe 600 pl fir ClpC und 700 pl HipG. Das Protein wurde Uber einen
KCI-Gradienten, der durch Puffer 2 erzeugt wurdeeril0 Saulenvolumen von 0-1 M KCI
von der Saule eluiert. Die Proteinelution wurdectiuMessung der Absorption bei 280 nm
verfolgt. Fraktionen, die das gewlnschte Proteithiehen wurden zusammengefasst, in
flissigem Stickstoff eingefroren und zur weitereerWendung bei -80 °C gelagert. Ein Tell
des gereinigten HtpG Proteins wurde zur Antikorpaapktion (Pineda Antiobody Service)

benutzt.

Puffer 1-ClpC
20 mM Bicin-NaOH (pH 8,9); 5 mM MgGl

Puffer 2- CIpC
Bicin-NaOH (pH 8,9); 5 mM MgGl 1 M KCI

Puffer 1-HtpG
25 mM HEPES-KOH (pH 7,5); 5 mM Mg¢l

Puffer 2- HtpG
25 mM HEPES-KOH (pH 7,5); 5 mM Mggll M KCI

2.2.3.16 Ko-Immunprazipitation

Fur die Ko-Immunprazipitation wurden hier Piercotein AG Magnetic Beads verwendet.
Auf der Oberflache der Beads befindet sich ein mékoantes Protein A/G, welches eine
IgG-Bindedomane, die die Bindung eines Antikorpemmioglicht, besitzt. Zu Beginn wurde
Proteinextrakt von derB. subtilis Zellen hergestellt, die das zu prazipitierendetdtno

enthalten beziehungsweise nicht enthalten (Neganiville). Hierzu wurden die Zellen auf
eine ORoonm Von 0,05 in 200 ml angeimpft, bis zu einer éam von 1 wachsen gelassen.
Daraufhin wurde die Kultur geteilt, wobei die eirlfte mit 0,6 % Formaldehyd versetzt

wurde, um die in vivo vorhandenen Proteinbindungaséatzlich zu fixieren. Diese Proben
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wurden noch weitere 20 Minuten im Schiittler bei’@7inkubiert. Anschlie3end wurden die
Zellen beider Kulturen mit 4500 rpm bei 4 °C (Cdntge 5804R) pelletiert. Das Pellet wurde
hiernach in Puffer A (siehe 2.2.3.1) gewaschenamgthlie3end in 500 pl Puffer A mit 0.33
mg/ml Lysozym, 20 ug/ml DNAsel, 20 pg/ml RNAselyiM PMSF, 1% Triton X-100 fur
90 Minuten bei 37 °C und 750 rpm aufgeschlossechtNaufgeschlossene Zellen wurden
durch Zentrifugation bei 2000 rpm fur 2 min bei @ {Biofuge fresco) entfernt, um den
Gesamtzellextrakt (CE) zu erhalten, von dem nagefud die Proteinkonzentration bestimmt
wurde. 1 mg des jeweiligen Proteinextrakts wurdeibt 50 pg des zu prazipitierenden
Proteins versetzt (Negativkontrolle: gleiche MeNgasser), 2 mM ATP und in Puffer C fur
drei Stunden bei Raumtemperatur rotierend bei 18 mkubiert (Gesamtmenge 400 pl).
Anschlie3end wurden 100 ul des Antikorpers, deraiiagrazipitierende Protein binden kann,
dazugegeben und die Proben wurden tber Nacht 15& d4uf dem Drehrad bei 18 rpm
inkubiert. Als nachstes wurden dem AK-Protein-MiR02ul, vorher zweimal mit 50Qul
Puffer A (2.2.4.1) gereinigte Magnetbeads hinzugefivelche mithilfe von Protein A/G an
der unspezifischen, langen Seitenkette (Fc-Fragnteg AK binden. Nach einer erneuten
Inkubation (drei Stunden) bei Raumtemperatur auf @¥ehrad wurden die Proben dreimal
mit Waschpuffer D mittels eines magnetischen Sté&ndgewaschen. So sollten die
unspezifisch gebundenen Proteine abgetrennt werlech dem letzten Waschvorgang
wurden 100ul 1x SDS-Probenpuffer auf die Beads gegeben undm2® bei 95 °C
aufgekocht, wodurch alle Proteinbindungen zerst@rden. Das prazipitierte Protein und die
madglichen Interaktionspartner konnten somit von Beads getrennt und auf ein SDS PAGE
aufgetragen werden. Nach einer erfolgreichen Anftutmg wurden die moglichen
Interaktionspartner mittels Massenspektroskopietiiziert. Dazu wurden die jeweiligen
Proteinbanden mittels eines Skalpells herausgesehnind in 0,1 % Essigsaure Uberfihrt.
Hiernach wurden sie mit freundlicher Unterstitzwmn Gunther Kramer des ZMBH der
Universitdt Heidelberg und von dem MS-Service derniversitat Heidelberg
massenspektrometrisch untersucht.

Die Auswertung wurde mittels des Programms Scafldielver vorgenommen, wobei die
Protein Wahrscheinlichkeit auf 99%, die Anzahl Beptide auf mindestens 1 und die Peptid
Wahrscheinlichkeit auf 95 % gesetzt wurde.

Puffer C
40 mM Hepes-KOH (pH 7,5), 50 mM KCI, 5 mM MgCL0 % wi/v Glyzerin
Puffer D
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50 mM Tris-HCL (pH8), 500 mM NacCl, 0,05% Tween 20

2.2.3.17 Analytische Gelfiltration

Gelfiltratioschromatographie beruht auf der Trerqnder Proteine nach ihrer Molekilgrof3e.
Diese Methode kann auch im analytischen Mal3stabtgewerden, um eine Aussage Uber
die MolekilgroRe unter nativ-ahnlichen Bedingungenerhalten. Um Aussagen uber die
Quartarstruktur der gereinigten Proteine treffen konnen, wurde die analytische
Gelfiltrationschromatographie angewandt. Die Molgkidil3e korreliert jedoch nur im Falle
globularer Proteine mit dem Molekulargewicht, datere Parameter, wie hydrodynamischer
Radius und Molekilform ebenfalls das Laufverhabeeinflussen. Zur Durchfihrung wurde
ein ACTA-,Purifier" System verwendet. Die Analyse der Proteine emolgtf einer
Superose 6 10/300 GL-S&aule mit einer Flussrate 6nml/min bei Raumtemperatur. Die
Elutionszeit wurde benutzt, um eine relative, veidiende Information Uber den
Oligomerisierungszustand der ATPase HtpG vor unthn&TP-Zugabe zu erhalten. Dazu
wurden 10 pM HtpG in einem Gesamtvolumen von 10(imulLaufpuffer) auf die Saule
geladen. Fiur den Lauf mit ATP wurden 10 uM HtpG &M ATP in 100 ul vorinkubiert
und auf die Saule geladen. Der Laufpuffer enthiisatzlich 0,5 mM ATP. Uber die
Kalibrierung unter Verwendung des Elutionsverhal@es Ausschlussproteins und der
Eichproteine (Tabelle 15) konnte das Molekulargétvicon HtpG berechnet werden (nach
GE Healthcare).

Zusatzlich wurden bei jedem Lauf 500 pl Fraktiogesammelt. Fir die Aufkonzentrierung
von Protein wurde eine Acetonféallung vorgenommeszwurden die Fraktionen mit 500 pl
Aceton versetzt und Uber Nacht bei 4 °C inkubi@toteine wurden hiernach in einer
vorgekuhlten Tischzentrifuge (Heraeus Biofuge Foggtr 20 min bei 13.000 rpm und 4 °C
gefallt. Das Pellet wurde getrocknet, in 1x SDSHerguffer aufgenommen, bei 95 °C fur 5
min gekocht und mittels SDS PAGE und Western Bloalfse untersucht.

Laufpuffer
50 mM Tris-HCI (pH 8), 200 mM KCI, 5 mM Mgel
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2.2.3.18 Enzym-gekoppelter ATPase-Assay

Fur die Messung der ATPase-Aktivitdt wurde ein Enzyekoppelter ATPase-Assay (130)
verwendet (Abbildung 4). Dieser basiert auf der tandiung von Phosphoenolpyruvat (PEP)
zu Pyruvat durch die Pyruvatkinase (PK). Anschliel3&vandelt die Lactatdehydrogenase
(LDH) Pyruvat zu Lactat um. Dieser letzte Schrignbtigt NADH, welches zu NAD+
oxidiert wird. Im Gegensatz zu NADabsorbiert NADH bei 340 nm. Dadurch wird es
maoglich den Verbrauch von NADH bei 340 nm zu bedbbaa. Der Abfall der Absorption bei
einer OR4onm kann in die ATPase-Aktivitdt umgerechnet werdem fiitk den ersten Schritt
eine ATPase bendtigt wird, die ATP in ADP umwandekdurch wird erméglicht, dass ADP
generiert wird, auf das PEP sein Phosphat abgedem knd somit zu Pyruvat umgewandelt
wird. Ein Molekil NADH, das zu NADoxidiert wird, entspricht dabei einem Molekil ADP,
das durch die ATPase produziert wurde. Die ATPaskev#ét pro Moleklil ATPase wurde

mit folgender Gleichung berechnet:

ATP-Umsetzung/min = - SteigungB840nm * cATPase [mol/l])/0,5

Die Steigung berechnet sich aus der Gerade, dieAddall der Absorption bei OBRonm
beschreibt. Der molare Extinktionskoeffizies840 von NADH betragt 6200 [I/mol]. Es
wurden jeweils 20Qu-Anséatze (siehe Tabelle 13) in ATPase-Puffer baumtemperatur in
96-Well Platten in einem Mikroplattenspektromeiofek Instruments) vermessen.
Eingesetzte ATP-Konzentrationen waren 0, 0,2, 0,8, 1 und 2 mM. Als Blank diente 200
pul ATPase-Puffer. Die Steigung der Kontrolle, dies allen Komponenten ohne ATPase,
Radicicol und ATP vermessen wurde, wurde von aenittelten Steigungen subtrahiert. Zur
Ermittlung der eigentlichen ATPase-Aktivitdt vonp@® wurde die ATPase-Aktivitat von
durch Radicicol inhibiertem HtpG abgezogen. EinecBibsung von 5 mM wurde in DMSO

hergestellt.

Komponenten

100 mM PEP

2 mM NADH (frisch hergestellt)
200 U/ml PK

350 U/ml LDH
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100 mM DTT
30 uM ATPase (HtpG)
25 uM Radicicol

Tabelle 13: Komponenten des Enzym-gekoppelten ATPasAssays

ATPase-Puffer
40 mM HEPES-KOH (pH 7,5); 50 mM KCI; 5 mM Mg£I10 % Glyzerin

ATPase

i Az
ATP + Azeo
ADP NADH+H NAD

PEP

v

Pyruvat » Lactat
PK LDH

Abbildung 4: Prinzip des Enzym-gekoppelten ATPase-8says

2.2.3.19 Detektion von Carbonylgruppen an Proteinen

Zur Detektion von Carbonylgruppen an Protein wudkr OxyBlot Protein Oxidation
Detection Kit (Merck Millipore) verwendet. Die Pedhproben wurden nach
Herstellerangaben behandelt, wobei 15 pg Gesarstpextrakt (CE) und 15 pg der I6slichen
Fraktion (SN) eingesetzt wurden. Das Volumen dergragatfraktion wurde jeweils
proportional an die absolute Proteinmenge des mxdispnden Gesamtzellextrakts angepasst.
Eine SDS Page und die Western Blot Analyse wurden2:2.3.3 und 2.2.3.6eschrieben
durchgefuhrt. Der primére Antkorper, der durch #eénbereitgestellt wurde, wurde 1:1000
verdinnt. Als sekundarer Antkorper wurde 1:5000duentes, alkalische Phosphatase-

gekoppeltes Immunglobulin G (siehe Tabelle ¥&ywendet.

86



2.2.4 Mikroskopie

B. subtilisZellen mitmdh-gfpund mdh-yfpFusionen wurden in LB Medium auf eine 63bm
von 0,2-0,3 angezogeB. subtilisZellen mitibpA-gfp FusionenjbpA-cfp Fusionen und der
Stamm BSR26 wurden fur die Induktion der GFP-Fusmond GFP in LB mit 2 % w/v
Xylose angezogen. AnschlieRend wurden die Kultuesmtsprechend der jeweiligen
Experimente Thermotoleranz- oder Hitzestressbediggn (siehe 2.2.1.2) ausgesetzt.
Objekttrager aus Glas wurden mit einer Schicht &garose (1 % w/v in Wasser) bedeckt.
Hiernach wurden 0,5 pl der zu untersuchenden Ku#tuf die Agarose-beschichteten
Objekttrager pipettiert, kurz bei Raumtemperatutragknet, mit einem Deckgléaschen
bedeckt und mittels Phasenkontrast-, Durchlichterohd Fluoreszenzmikroskopie unter
Verwendung eines Nikon 120 Eclipse 90i Mikroskopsnalgsiert (100x
Olimmersionsobijektiv, Standard-GFP/YFP/CFP Filter).

2.2.5 Experimentelle Evolution

2.2.5.1 Bau und Funktionsweise der Genetischen Maschine

Die Genetische Maschine besteht aus einem Schigtehs, welches mit zwei
Wachstumskammern, von denen eine beheizbar isdandBehéltern mit den Nahrmedien
und den Waschlésungen verbunden ist. Zudem fuhrtSehlauch in ein Abfallgefal3. Der
schematische Aufbau ist in Abbildung 5 dargestélitRerdem besitzt die Maschine mehrere
Ventile, einen Trubenregler und eine SPS-SteuemurgProgrammierung der Ventile. In
dieser Arbeit wurde mit drei Maschinen gearbeitet|che mit minimalen Abweichungen
nach dem gleichen Prinzip funktionieren.

Das gesamte Schlauchsystem, sowie alle Flussigkbi#dter stehen unter einem konstanten
Druck. Dabei fliel3t die Luft Gber zwei Filter in sl&&chlauchsystem der Maschine, um
Kontaminationen zu verhindern. Somit wird in deadéhen ein Uberdruck erzeugt, der die
enthaltenen Flussigkeiten in die entsprechendenld&aie drickt. Durch die prazise
angebrachten Ventile (A bis M) und deren periodisciOffnen wird der Fluss von allen
Lésungen und Bakterienkulturen kontrolliert. EinerSens SPS mit einer CPU-Einheit und
zwei Analogmodulen gibt an die verschiedenen Venzili unterschiedlichen Zeitpunkten

Stromsignale, wodurch sich diese o6ffnen, solangeS3teomsignal anhélt. Die Ventile A, B,
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G, H 1, J, K, und L sind im Normalzustand geschdossind konnen gedffnet werden. Die
Ventile !C, ID, !E, 'F und 'M sind im Normalzustandffen und konnen auf einen
Stromimpuls hin geschlossen werden. Die Zelldiokiel permanent mittels Tribenregler
gemessen. Die Wachstumskammer 1 wird Uber einerp@eturregler standig auf 37 °C
gehalten. An die Maschine sind zwei (fiir die Adéptaan einen exogenen Salzstress) oder
eine Flasche (fur die Adaptation an einen endog&achstumsstress) mit Minimalmedium,
eine mit 50 mM Kaliumphosphat (pH 5) und eine mitvb Natronlauge angeschlossen.
AulRerdem ist an die Maschine eine mit Luft gefili@asche angeschlossen. Diese bietet
einen zusatzlichen Luftdruckvorrat beim technisetibgten Druckabfall.

Der Zufluss von Medien in die Wachstumskammer wagich die Ventile L und K
kontrolliert. Alle drei Minuten kommt ein Impuls dnabhangig von der Dichte der Kultur
geht entweder das Ventil K oder L auf. Liegt die dkh unter 1,0, 6ffnet sich fir 10
Sekunden das Ventil L und der Kultur wird frisciMedium zugefigt. Ist die Dichte hoher,
offnet sich fir 60 Sekunden beziehungsweise 12Quigkn das Ventil K. Im Falle der
Salzadaptation ist die Maschine Utber Ventil L as darmissive Medium mit der niedrigen
Salzkonzentration angeschlossen. Ventil K ist neindnicht-permissiven Medium mit der
hohen Salzkonzentration verbunden. In diesem Faibleseine Maschine verwendet, in der
Ventil K fur 60 Sekunden o6ffnet. Im Fall der Adagpda an den endogenen Stress sind Ventil
K und L an nur ein Minimalmedium angeschlossen.cbutie Offnung von Ventil K wird die
Kultur verdiinnt und die optische Dichte nimmt alasvein konstantes Wachstum ermdglicht.
Das gleiche Volumen an zugegebenem Nahrmediumt flirefentsprechender Menge als
Kulturmedium uber die Ventile 'E und 'M in den ABfeDer Waschzyklus findet alle zwolf
Stunden statt. Damit wird die Bildung von Biofilmemn den Wanden der
Wachstumskammern verhindert. Dabei wird die Ba&téultur in die Wachstumskammer 2
(WK2) Uberfuihrt, wobei die Wachstumskammer 1 zuséichit 5 M NaOH sterilisiert und
dann mit Puffer neutralisiert wird. Anschliel3entbigt der Rucktransfer in Kammer 1, wobei
Kammer 2 sterilisiert und neutralisiert wird. Zuh&t werden die Ventile !C, IM und 'D
geschlossen und B geoffnet, was den Transfer détuKin die Wachstumskammer 2
bewirkt. AnschlieRend wurde 'E wieder geschlosstamit die Natronlauge nicht aus der
Kammer entweichen kann. Als nachstes werden dasil\fendamit Luft entweichen kann,
und Ventil | gedffnet, um den NaOH-Einstrom in #iammer zu ermoglichen. Gleichzeitig
verschliel3t sich Ventil IF, damit die transferielteltur in der WK2 verbleiben kann. Um die
WK1 zu entleeren und die Natronlauge auch durchadaeren Schlauche flie3en zu lassen,

werden E! und 'M gedffnet und A geschlossen. AglsdiWeise kann die Natronlauge in den
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Abfall geleitet werden. Fur die Neutralisierung #d&mmer werden die Ventile G, A und !C
gedffnet. Ventil M bleibt anfangs noch offen, umasdgesamte Wachstumsgefald und die
umliegenden Schlauche zu neutralisieren, wird jedacze Zeit spater auch geschlossen. Die
Kammer wird erneut geleert und die Kultur kann zutéansferiert werden. Sobald das Ventil
G geschlossen wird, geht ID auf. Wahrend die Bakt&ultur zurtckflie3t, bleibt 'M
verschlossen. Nun folgen nach dem gleichen PridepSterilisation und Neutralisation der

Wachstumskammer 2.

L :
—Hm \ Widerstand
K WK Wachstumskammer

A-M Ventile
! I-I J
' !
o ylputter ],
p— m pr——
] ALl

15
-0
D

WK1 WK2
T M

Inokulationsstglle

Abfall

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Generationsmschine (GM 2.1).A-M stellen Ventile dar. Ventile,
die normal offen sind und geschlossen werden kgnrend zusatzlich mit einem Ausrufezeichen
gekennzeichnet. Die zu untersuchende Kultur (30wir) an der Inokulationsstelle mittels einer Siin die
Maschine gegeben. Sie befindet sich dann in dehéfamskammer 1. Die Zugabe von Medium erfolgt ider
Ventile L und K. Bei dem Waschzyklus wird die Baigakultur in die Wachstumskammer 2 (WK2) Uberfiihrt
wobei die Wachstumskammer 1 zunachst mit 5 M Na@ilisiert und dann mit Puffer neutralisiert wird.
AnschlieBend erfolgt der Rucktransfer in Kammerwhbei Kammer 2 sterilisiert und neutralisiert wird.
Kulturproben werden tber den Schlauch in den Aldalihommen. Der Transport aller Flussigkeiten gtfol
Uber sterilfiltrierte Druckluft und die verschlie®ten Ventile A — M. Die Ventile A, B, G, H |, J, Kind L sind
im Normalzustand geschlossen und kdnnen gedffnetleme Die Ventile !C, D, !E, !F und M sind im
Normalzustand offen und kdnnen auf einen Stromimpir geschlossen werden.

'
N

2.2.5.2 Experimenteller Verlauf

Abgesehen von dem Schlauch, welcher zum Abfalltfithidet die Generationsmaschine ein

geschlossenes System. Bevor die Maschine gestatden kann, wurde das gesamte System
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mit dH20 grundlich gesplilt, alle spateren Verbirgkstellen mit Alufolie abgedeckt und
zusammen mit sdmtlichen Medien und dem Puffer dangdet. Alle Vorratsflaschen sind mit
dem Schlauchsystem der Maschine mit Verbindungsstdus Metall verbunden. Um sterile
Bedingungen wahrend des Anschlusses zu ermoéglichearde hier Uber der
Bunsenbrennerflamme gearbeitet. Fir den Anschlussten diese am Schlauchsystem und
an den Vorratsflaschen kurz geoffnet werden. Derschtuss fand daher Uber der
Bunsenbrennerflamme statt. An den Bereichen deitahs€hlisse waren jeweils zwei
Sterilfilter angebracht, somit gelangte in das gesaSchlauchsystem und alle Nahrmedien

nur steril filtrierte Luft.

2.2.5.3 Inokulation und Probenentnahme

Die Inokulation mit der jeweiligen Kultur erfolgi@er die Inokulationsstelle (Abbildung 5).
Die Kultur wurde mittels einer sterilen Spritze ntiilfe der Verbindungsstifte in die
Wachstumskammer 1 geleitet. Damit die Kultur nichtden Abfluss gelangte, wurde der
Weg dahin abgeklemmt. Auch hier musste Uber des8uiorennerflamme gearbeitet werden.
Nach dem Start der Maschine wurden mindestensialben Tage Proben aus dieser Uber den
Schlauch zum Abfall entnommen und auf ihre genleéistdentitat (siehe Tabelle 14)
Uberprift ein und Gycerinstock erstellt, der b& °€ eingefroren.

Hierzu wurde das Ventil IC geschlossen, so das3 eiinder Kultur Gber den Abfallschlauch

abflieen und in einem sterilen 15-ml-Zentrifugdwohen gesammelt werden konnte.

Gen Primer, Restriktionsenzym erwartete

Fragmentlange(n)

htpG (1881 Bp)  S1 (bindet 999 Bp downstream wpG) 3755 Bp
214 (bindet 875 Bp upstream vbtpG)

AhtpG S1, 214 1874 Bp

htpG Trap S1,214, anschlieBend BssHIl-Verdau 2790 Bp, 718 Bp
(schneidet Fragment nach 247 und 965 B@®47 Bp

def/fmt(1437 S23 (bindet upstream vatef/fm} 2560 Bp

Bp) 224 (bindet downstream vatef/fm}

Adef/fmt S23, S24 809 Bp

Tabelle 14: Uberpriufung der adaptierten Stamme aufhre genetische Identitét
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2.2.5.4 Datenauswertung

Die Visualisierung der Adaptation Uber die Zeitodgfe Uber die Erfassung des Verbrauches
an Medium. Diese erfolgte manuell oder uber diezaighnung der Offnung des Ventil Ks
Uber einen Datenlogger. Die Salzadaptation erfolgteeiner Maschine, an die kein
Datenlogger angeschlossen war und somit fand dietting des Verbrauch an permissiven
und nicht-permissiven Medium manuell statt. Hieskiirde der Verbrauch tber die Abnahme
des Flussigkeitsstands der Mediumflaschen erm{@élElaschen, 1 cm entsprechen 250 ml).
Die Salzkonzentration c, die sich zum jeweiligent@enkt in der Wachstumskammer befand,
konnte Uber den Verbrauch V an permissiven - P niodt-permissiven Medium NP Uber

folgende Formel errechnet werden:

c=((awp*Vnp) + (*VP)/(VNe + Vp)

Fur die Erfassung der Adaptation an den endogernesstaktor wurde ein Datenlogger
verwendet. Dieser zeichnete die Anzahl der Offnan@ulse) von Ventil K auf. Da bekannt
ist, dass alle 3 min ein Puls, also eine OffnumgeiVentils stattfindet, berechnen sich daraus
480 Pulse pro Tag. Zweimal am Tag findet ein finfeeinttiger Waschzyklus statt. In
dieser Zeit finden keine Pulse statt. Demnach ssid70 Pulse am Tag. Zieht man nun die
Pulse von dieser Zahl ab, die durch Ventil K veskzeet werden, erhalt man die Anzahl der
Pulse, die von Ventil L ausgehen. Vor Beginn jelasfes wurde Uberprift, wie lange es
dauert bis 2 ml bei Offnung jedes Ventils in die dNstumskammer geflossen sind (2 ml
entsprechen 1 cm in der Wachstumskammer). Zudatiicde das Volumen an Medium, das
pro kurzes Offnen durch da Ventil stromt, bestimbieses Volumen flieR3t bei jeder Offnung
des Ventils am Anfang schwallartig in die Wachstkammer und muss daher zu dem
Volumen, das pro Puls durch das Ventil flieRt haddiert werden. Da die Offnungszeiten
der beiden Ventile bekannt sind, kann aus diesderDauf den Verbrauch von Medium V
geschlossen werden. Hieraus kann auf die Genesagdngeschlossen werden. Die Anzahl
der Generationen n pro Stunde berechnet sich algenfter Formel, wobei w das

Kulturvolumen von 30 ml darstellt:

n = ((VIw) * (1/In2))/24

Die Generationszeit in Stunden betragt 1/n.
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3. Ergebnisse

3.1 Thermotoleranz und Proteinaggregation

Durch Hitze ausgeloster Stress hat in der Zelletreiehende Konsequenzen, die auf
Proteinebene zu Fehlfaltung und Aggregation vonntiséabilen Proteinen fuhren kdnnen
(17, 18). Bei der Thermotoleranz konditioniert enrider Stress Zellen und Organismen, um
hohe, eigentlich letale Temperaturen zu Uberleben.

In E. coliist die Entwicklung der Thermotoleranz abhangig wer Proteindisaggregation
durch ClpB, DnaK und den kleinen Hitzeschockpraair{44). AuchB. subtiliszeigt ein
Thermotoleranzverhalten (135). Jedoch konnte derawgg molekulare Mechanismus fir
diesen Prozess bisher noch nicht geklart werdeheDaurden in diesem Zusammenhang die
Hitzeresistenz und das Thermotoleranzverhalten Borsubtilis in unserer Arbeitsgruppe
eingehend studiert, indem die Uberlebensrate uftearmotoleranzbedingungen bestimmt
wurde, wobei die Zellen durch die Inkubation b&iean flinfzehnminitigem Praschock bei 48
°C den letalen Hitzeschock bei 53 °C besser Ubketedls Zellen, die nicht diesem Préaschock
ausgesetzt wurden (eingereichtes Manuskript, An#Hélaster Thesis). In diesem Abschnitt
wurde die Bedeutung von Proteasen, Chaperonen egdl&oren, die eine Rolle bei der
Proteinqualititskontrolle spielen und deren Eirfluauf das Uberleben unter den
Bedingungen des Thermotoleranzexperiments zuvorRiammen unserer Arbeitsgruppe
getestet wurde (eingereichtes Manuskript, A. Heiutaster Thesis), auf die Bildung von
Proteinaggregaten unter Thermotoleranzbedingungeawr untersucht.

3.1.1 Proteinaggregation inB. subtilis Wildtyp

Um die Entstehung von fehlgefalteten oder aggregneProteinen irB. subtilis Zellen zu

beobachten und verfolgen zu kénnen, wurden zwerscthiedliche Methoden etabliert.
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3.1.1.1 Praparation von Aggregaten

Zum einen wurde, durch die Modifizierung eines &kotl, in dem unldsliche
Proteinansammlungen ais coli prapariert wurden (272, 273) versucht, AggregaigBa
subtilis Zellen zu isolieren, um sie zu untersuchen. Irsehie Zusammenhang wurden die
Zellen gemald der Thermotoleranzbedingungen unterwéfelung von LB- oder
Minimalmedium entweder ohne oder mit einem flinfzelmiitigen Praschock bei 48 °C
einem letalen Hitzeschock bei 53 °C ausgesetzt,ewsie anschlie3end lysiert und durch
Zentrifugation in Uberstand und Pelletfraktion géteurde. Die Pelletfraktion wurde durch
stringentes Waschen mit dem Detergent Triton XA1@® Membranproteinen befreit, was zu
einer Anreicherung unléslicher Proteinaggregatet&ifmodifiziert von (272, 273)). Anhand
massenspektrometrischer Untersuchung konnte lgist@grden, dass, vergleichbar zur
Aggregatpraparation i&. coli(272, 273) die Pelletfraktion nach dieser Behanglloar einen
sehr kleinen Anteil an Membranproteinen (1-4 %)hétit(eingereichtes Manuskript). Die
Proteine des Gesamtzellextrakts (CE), der Ubersté®N) und der Pelletfraktion (P), welche
die angereicherten, zytosolischen Proteinaggregatbélt, wurden zundchst mittels SDS-
PAGE aufgetrennt (Abbildung 6). Abbildung 6A zedje Proteine der Zellen, die in LB
gewachsen sind, wahrend in Abbildung 6B die Pretelar Zellen aus Minimalmedium zu
sehen sind. Aufgetragen wurden jeweils gleiche dfmotengen fur die Proteine des
Gesamtzellextrakts und des Uberstandes (5 pg), ivdaiseVolumen des Pellets proportional
an die absolute Proteinmenge des Gesamtzellextakgeglichen wurde. AnschlieRend
wurde mittels Western Blot, unter den SDS-PAGE3bildung 6A dargestellt, sowohl die
totale und relative Menge von einigen Komponentemd u Regulatoren der
Proteinqualitatskontrolle, als auch ihre Lokalisatiuntersucht, wobei jeweils 100 ng des
zugehdrigen, aufgereinigten Proteins als Kontrdlte) dienten. Zusatzlich wurde die
Lokalisation der Malatdehydrogenase (MDH), einestéins, das als Teil des Citratzyklusses
die Reaktion von L-Malat zu Oxalacetat katalys{@4) und das somit keinen Einfluss auf
die Proteinqualiatskontrolle besitzt, untersuchtDi verschiedener Orgamismen ist als

thermolabiles Protein bekannt und diente mehrféemavitro Modell fir Proteinaggregate.
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Abbildung 6: Praparation von Proteinaggregaten in Widtyp-Zellen unter Thermotoleranzbedingungen in

B. subtilis. A) Der Gesamtzellextrakt (CE), der losliche UbenstgSN) und die Aggregatfraktion (P) wurden
von B. subtilisWildtypzellen, die nach dem beschriebenen Therlaazprotokoll aufgezogen und behandelt
wurden hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittelsn@ssie-Farbung und Western Blot Analyse mit den
angezeigten Antikdrpern untersucht, wobei jewell® hg des entsprechenden Proteins als Positivkin{om)
geladen wurde. B)B. subtilis Wildtypzellen wurden in Minimalmedium nach dem dasebenen
Thermotoleranzprotokoll aufgezogen und behandehischlieBend wurde der Gesamtzellextrakt (CE), der
lsliche Uberstand (SN) und die Aggregatfraktiol Kiergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels Cooraassi
Farbung analysiert.

Auf den Coomassie gefarbten Gelen in Abbildung @&rke deutlich beobachtet werden,
dass die Zellen, die ohne den vorangegangen Pidsdiei 53 °C fir 15 und 30 min
ausgesetzt wurden (37/53 °C) einen vielfach starkémstieg an aggregierten Proteinen, im
Vergleich zu denen, die den Praschock erhieltet588C), aufwiesen. Dieser Effekt war
deutlich starker ausgepragt, wenn man die ZellenMmimalmedium wachsen liel3
(Abbildung 6B).
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Die Western Blot Analyse (Abbildung 6A, unterer [Jaeigte, dass der Praschock half, die
Aggregation von MDH bei 53 °C zu verhindern, walirerch MDH ohne Praschock deutlich
nach 15 und 30 min bei 53 °C in der Aggregatfraktoefand. Die Chaperone DnaK und
HtpG und die Komponenten der Proteasekomplexe (CIPIBP, MecA, McsB) zeigten
sowohl mit, als auch ohne Praschock nach dem fetailzeschock eine erhthte Lokalisation
in der Aggregatfraktion. Zusatzlich wiesen dieset&ine eine Induktion durch den Praschock
auf, wodurch DnakK, ClpP und McsB auch schon ohmelekalen Hitzeschock (0 min 53 °C)
an den Aggregaten lokalisiert waren. Sowohl ClpX auch Spx, der transkriptionale
Regulator der oxidativen Stressantwort wurden ram letalen Hitzeschock, jedoch nicht
nach dem Praschock vermehrt exprimiert und wiesea eerstarkte Lokalisation an der
Aggregatfraktion auf. Das Thioredoxin TrxA, welchesirch Spx reguliert und unter
oxidativen Stressbedingungen induziert wird, wure@e Spx auch, durch Hitzestress

induziert.

3.1.1.2 In vivo Marker fUr Proteinaggregation

Eine weitere Methode Aggregatbildung sichtbar zwlmea beinhaltet den Gebrauch von
GFP, CFP oder YFP, die an ein Protein, das als &fafir Proteinaggregation dient,
fusioniert werden. Als Marker wurde zum einen dksnle Hitzeschockprotein IbpA als
coli ausgewahlt und zum anderen die hitzesensitivesahdn unter 3.1.1.1 erwdhnte MDH.
Fur lIbpA konnte gezeigt werden, dass esEincoli an aggregierte Protein und Inclusion
Bodies binden kann (275, 276), wobei diese Fahigiehon genutzt wurde, um Aggregate
mit Hilfe von IbpA-YFP zu lokalisieren (277). Da @3 B. subtilis naturlicherweise nicht
vorkommt, wurde das Gen fur IbpA in den ektopisclemy Lokus als C-terminale GFP-
Fusion kloniert und in Abhangigkeit eines Xylosekizierbaren Promotors exprimiert. Diese
Zellen wurden in Anwesenheit von Xylose den bestignen Thermotoleranzbedingungen

ausgesetzt und fluoreszmikroskopisch untersuchbi{éiong 7).
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Abbildung 7: IbpA-GFP als in vivo Marker der Protei naggregation unter Thermotoleranzbedingungen in

B. subtilis. Der B. subtilisStamm BNM216, der digopA-GFP Fusion ektopisch immyLokus in Abh&angigkeit
eines Xylose-induzierten Promotors exprimiert, veurdach dem beschriebenen Thermotoleranzprotokoll
aufgezogen und behandelt. Proben wurden vor, 15 3tdMinuten nach dem 53 °C Hitzeschock im
Phasenkontrast (PC) und Fluoreszenzmikroskop uB&srutzung des GFP-Filters (IbpA-GFP) analysiert.
Reprasentative Bilder wurden ausgewahlt.

Zu jeder fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme wewasgils eine Phasenkontrastaufnahme
(PC) des gleichen Bildausschnittes gezeigt. Sdbest37 °C lokalisierten die lIbpA-GFP
Fusionsproteine hauptsachlich in polaren Foci. ®iepA-GFP Foci konnten auch in nicht-
gestresstenE. coli-Zellen beobachtet werden, wobei sie hier als kleunddsliche
Proteinaggregate, die mit weniger sensitiven Method wie zum Beispiel
Phasennkontrastmikroskopie nicht dargestellt werdé@nnen, gedeutet wurden (277).
Kirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass eirflgereszente Proteinfusionen - unter
anderem auch Fusionen mit GFP - die Lokalisatiom woarkierten IbpA inE. coli
beeinflussen und zu einer artifiziellen Foci-Ertsteg fuhren konnen, die mittels
Immunfluoreszenz nicht beobachtet werden kann (2v8ymutlich trifft dies auch auB.
subtilis Zellen, die diese Fusionsproteine exprimieren,\¥urden die Zellen fur 15 und 30
min dem letalen Hitzeschock bei 53 °C ausgesetirtimen die Foci sowohl in Grél3e als auch
in ihrer Anzahl zu (Abbildung 7; 15 min 37 °C). GRRelches alleine, von einem Xylose-

induzierten Promotor im ektopischemyLokus als Kontrolle exprimiert wurde, bildete unte
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diesen Hitzestressbedingungen keine Foci (AbbildBpgvas beweist, dass die Foci auf das
an Aggregaten lokalisierte Markerprotein zurickuéin war.

15 min 37°C
0 min

53°C

15 min
53°C

30 min
53°C

GFP PC

Abbildung 8: Alleiniges, exprimiertes GFP unter Hitzestress inB. subtilis. Der B. subtilis Stamm BSR26,
der GFP ektopisch immyLokus in Abhangigkeit eines Xylose-induzierten fAotors exprimiert, wurde bei 37
°C bis zu einer OBRyonmVvon 0,5 aufgezogen und behandelt. Proben wurderi8amin und 30 min nach dem 53
°C Hitzeschock im Phasenkontrast (PC) und Fluoresm&roskop unter Benutzung des GFP-Filters (IbpA-
GFP) analysiert. Reprasentative Bilder wurden anébé.

Zusétzlich schienen diese Foci mit den dunklenkairen, die im Phasenkontrast nach dem
letalen Hitzeschock zu beobachten sind und verohutliProteinaggregate oder
Einschlusskérperchen darstellen (81), zu Uberlafdpies lasst vermuten, dass IbpA trotz
artifizieller Lokalisation bei 37 °C in der Tat dProteinaggregate, die unter Hitzestress
entstehen binden und sie somit markieren kann. iekdee man die Zellen mit einem milden
Praschock bei 48 °C waren viel weniger dieser #apenten Foci nach dem tddlichen
Hitzeschock nachweisbar (Abbildung 7; 48 °C 15 miych im Phasenkontrast zeigten sich
fast keine Einschlusskdrperchen. Dies lasst dasallie3en, dass in Folge des Praschocks
weniger Proteine bei den letalen Temperaturen ggrégatbildung neigen.
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Da einige Studien jedoch zeigten, dass IbpA-GFPosbwn E. coli, als auch irB. subtilis
scheinbar einen positiv Einfluss auf das Thermoamleverhalten nehmen kann (279) (A.
Heinz, Master Thesis), wurde zusatzlich MDH als agahes, zur Aggregation neigendes
Markerprotein eingesetzt. Dazu wurde das Gen fuHVHDISB. subtilisC-terminal an GFP
fusioniert und diese Genfusion wurde mittels Camlipgérgration in das Genom unter ihren
natirlichen Promotor insertiert. Da die Energiegewing durch den Citratzyklus iB.
subtilis erst in der stationaren Phase an Bedeutung gewsirtaglich, ob MDH, als Teil
dieses Stoffwechselweges, in der logarithmischess@®hin der bisher alle Untersuchungen
zum Thema Thermotoleranz stattfanden, exprimiend.wi

In diesem Zusammenhang wurdBnsubtilisZellen, die MDH-GFP exprimieren bei 37 °C
wachsen gelassen und bei bestimmtersdokh— Werten Proben genommen. Diese wurden
einerseits aufgeschlossen und 5 pug wurden zur keSehden Western Blot Analyse zur
Detektion von MDH und GFP mittels SDS PAGE aufgatte(Abbildung 9A). Andererseits
wurden Zellen der frihlogarithmischen Phase (OD, @&r mittleren logarithmischen Phase
(OD 0,7) und am Anfang der stationaren Phase (08 ifluoreszenzmikroskopisch
untersucht (Abbildung 9B).
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Abbildung 9: Expression von MDH in B. subtilis. A) Der B. subtilisStamm BNM224, der MDH als Fusion
mit GFP exprimiert, wurde bei 37 °C in 10 ml LB getogen, wobei nach den angezeigtersdaWerten
Proben genommen wurde. Diese wurden aufgeschl¢ssdhe Methode schneller Zellaufschluss) und jegil
pg des Gesamtproteinextrakts wurden unter Verwepdwon Antikdrpern gegen MDH und GFP mittels
Western Blot Analyse untersucht. B) DrsubtilisStamm BNM224, der MDH-GFP exprimiert, wurde bei 37
°C aufgezogen und nach den angezeigten gfaBPWerten im Phasenkontrast (PC) und

fluoreszenzmikroskopisch unter Verwendung des GiitBrs (MDH-GFP) untersucht. Repréasentative Bilder
wurden ausgewahlt.

Sowohl aus der Western Blot Analyse, als auch aais Mlikroskopaufnahmen wurde
ersichtlich, dass MDH-GFP eher in der stationarkase exprimiert wird. Da der Antikorper
gegen GFP sensitiver als der gegen MDH ist, erschier schon ein schwaches Signal bei
einer ODoo nmvon 0,7. Ein starkeres Signal war jedoch erst aieab ORoo nmVvon 1,6 zu
beobachten. In der sehr frihen logarithmischen éhaar es unmoglich aufgrund der
geringen Anzahl von Zellen eine ausreichende MemgdProteinen zu praparieren. Daher
kann in dieser Phase keine Aussage Uber das Eiprsievel von MDH-GFP anhand der
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Western Blot Analyse getroffen werden. Anhand deikrbskopiedaten wird jedoch
ersichtlich, dass die Zellen in dieser frihen Waamsphase (OD 0,2) noch eine erhdhte
GFP-Fluoreszenz aufwiesen. Diese nahm jedoch ztieran logarithmischen Phase ab (OD
0,7), was auf eine erniedrigte MDH-GFP Expressimnwhist und verstarkte sich erst in der
stationadren Phase wieder. Dies steht im Einklangdem Western Blot Daten. Die erhthte
Fluoreszenz in der frihen Wachstumsphase kann wiecmuaarauf zuriickgefihrt werden,
dass die Zellen, die aus einer stationaren Ubetkaltir fir dieses Experiment in frischem
Vollmedium angeimpft wurden, noch nicht genug Tiegen durchlaufen haben, um aus der
Stationarphase angesammeltes MDH wieder loszuwerdenFolgende
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von MDHRGF  unter
Thermotoleranzbedingungen wurden daher in der dgdrithmischen Phase durchgefiihrt
(Abbildung 10).

15 min 37°C 15 min 48°C

0 min
53°C

15 min /

53°C (

30 min ':(:.\...

83°C N\ A

MDH-GFP PC MDH-GFP PC

Abbildung 10: MDH-GFP als in vivo Marker der Proteinaggregation unter Thermotoleranzbedingungen

in B. subtilis. Der B. subtilis Stamm BNM224, der MDH als Fusion mit GFP exprimievurde nach dem
beschriebenen Thermotoleranzprotokoll aufgezogenbetmandelt. Proben wurden vor, 15 min und 30 raghn
dem 53 °C Hitzeschock im Phasenkontrast (PC) undrBszenzmikroskop unter Benutzung des GFP-Filters
(MDH-GFP) analysiert. Reprasentative Bilder wurdeisgewahilt.
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Bei 37 °C wiesen di8. subtilisZellen, die MDH-GFP exprimieren, ein im Cytosohiagen
verteiltes Fluoreszenzsignal auf (Abbildung 10). rd&n die Zellen hingegen einem
funfzehn- und dreiBigminttigem Hitzeschock ausgesedrschien eine grol3e Anzahl an
fluoreszierenden Foci (Abbildung 10; 37 °C, 15 miba diese MDH-GFP enthaltenden Foci
mit den Proteinaggregaten, die im Phasenkontrabtbsir wurden, tbereinstimmten, kann
davon ausgegangen werden, dass bei diesen hohgreflegoren MDH anfangt zusammen
mit anderen thermolabilen Protein zu entfalten dggregate zu bilden, die, da es an GFP
fusioniert ist, als fluoreszierende Foci sichtbaerden. Wurden diese Zellen bei 48 °C
vorinkubiert erschienen nach dem letalen 53 °C 8clshr viel weniger fluoreszente Foci
(Abbildung 10; 48 °C 15 min). Daraus kann gesctdasserden, dass der Praschock bei 48
°C MDH vor der Entfaltung und Aggregation bei lem@Temperaturen schitzt.

Um die beidenn vivo Marker fiir Aggregatbildung direkt miteinander vieighen zu kénnen,
wurde einB. subtilis Stamm kreiert, der zusatzlich zu der, unter degeren Promotor
produzierenden MDH-YFP Fusion eine IbpA-CFP Fuswon dem Xylose-abhangigen
Promotor imamy Lokus exprimiert. Somit ist es moglich beide Magketeine gleichzeitig
unter den Thermotoleranzbedingungen fluoreszenzosidpisch zu untersuchen (Abbildung
11).
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15 min 37°C

IbpA-CFP MDH-YFP PC

Abbildung 11: Entstehung und Lokalisation von Aggreyaten unter Thermotoleranzbedingungen unter
Verwendung von IbpA-CFP und MDH-YFP als Reporterproteine in B. subtilis. Der B. subtilis Stamm
BSR5 mit eineribpA-CFP undmdhYFP Fusion wurde nach dem beschriebenen Thermatwprotokoll
aufgezogen und behandelt. Proben wurden vor, 15 3MmdMinuten nach dem 53 °C Hitzeschock im
Phasenkontrast (PC) und Fluoreszenzmikroskop B#autzung des CFP-Filters (IbpA-CFP) und YFP-Flter
(MDH-YFP) analysiert. Reprasentative Bilder wurdarsgewahlt.
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Fir die MDH-YFP Fusion konnte kein Unterschied endErscheinen der Foci nach dem
letalen Hitzeschock, sowohl ohne (15 min 37 °C)aalsh mit finfzehnminutiger Inkubation
bei 48 °C (15 min 48 °C) zu der MDH-GFP Fusion (Adlng 10) beobachtet werden
(Abbildung 11).

Bei der Betrachtung der Aufnahmen der IbpA-CFP éiudiel auf, dass die Fluoreszenz vor
der Hitzestressbehandlung (0 min 53°C, 15 min 3Y éRer eine homogene Verteilung
aufwies, wahrend unter diesen Bedingungen die I§fA Fusionsproteine hauptséchlich in
polare Foci lokalisiert waren (Abbildung 7).

Dies lasst den Schluss zu, dass vermutlich Fusione@FP im Gegensatz zu denen mit GFP
die Lokalisation von markierten IbpA weniger bekisgten und somit zu einer weniger stark
ausgepragten artifiziellen Foci-Entstehung fuhrten.

Viel bedeutender ist hingegen, dass das Erscheindrdie Lokalisation der IbpA-CFP Foci
eine starke Uberschneidung sowohl mit den MDH-YRRiFals auch mit den dunkleren
Strukturen im Phasenkontrast aufwies. Dies |lasstradils stark vermuten, dass diese, unter
bestimmten Hitzebedingungen entstehenden FociauseMDH oder IbpA, welche kovalent
an ein fluoreszierendes Protein fusioniert wurdestéhen, fehlgefaltete und aggregierte
Proteinein vivo markieren konnen. Dabei wird MDH unter dem letalditzestress selbst
entfaltet und lokalisiert mit den in der Zelle @éateenden Aggregaten, wobei die Gabe des
Praschocks die Hitzesensitivitat der MDH heruntzts®ies steht auch in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen der Western Blot Analyse, raitdle Lokalisation von MDHn vitro
gezeigt werden konnte (Abbildung 6).

Zusammenfassend erwiesen sich diese zwei Meth@&degrgseignet, um die Aggregatbildung
in B. subtiliszu studieren. Es konnte dargelegt werden, das®dechock (15 min 48 °C)
nicht nur das Uberleben d@&. subtilis Zellen unter normalerweise letalen Temperaturen
sicherte (eingereichtes Manuskript, A. Heinz MaStieesis), sondern auch, dass diese Zellen
deutlich weniger Aggregate gegenuber Zellen, deseln Praschock nicht ausgesetzt wurden,
bildeten.

3.1.2 Einfluss einer Erholungphase nach dem letalen Hitashock in Bezuqg auf die
Proteinaggregation unter Thermotoleranzbedingungen

Werden B. subtilis Zellen einem letalen Hitzeschock ausgesetzt, kame massive
Aggregatzunahme beobachtet werden. In diesem Zusahang stellte sich jedoch die

Frage, inwiefern sich eine erneute Erholungsphaaeh ndem Hitzeschock auf die
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vorhandenen Proteinaggregate auswirkt und, obweiargesetzter Praschock Einfluss darauf
nehmen kann. In diesem Sinne wurdBersubtilisWildtyp Zellen als auch Zellen, welche die
MDH-GFP Fusion exprimieren nach einem dreilBigmuopm Hitzeschock bei 53 °C einer
einstindigen Erholungsphase bei 37 °C ausgeseizteide Halfte wurde vor dem letalen
Hitzeschock fir 15 min bei 48 °C inkubiert. Anseffdlend wurden Aggregate aus den
Wildtyp Zellen prapariert und mittels SDS PAGE wAtkstern Blot analysiert (Abbildung
12A), wahrend die Zellen, die das genannte Fusiotsip herstellen,
fluorszenzmikroskopisch untersucht wurden (Abbilglub2C). Bei Betrachtung der SDS
PAGE und der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahneratif, dass die Aggregatmenge der
Zellen, die einem Praschock ausgesetzt waren, dacterholungsphase deutlich abnahm,
wahrend sie ohne Praschock gleich blieb. Dies la@ssiuten, dass die Entfernung der
Aggregate auf Disaggregation beruht, deren Aktivitdrch den Praschock ausgelost wird.
Die Menge und Lokalisation der, mittels WesterntRjetesteten Chaperonen und Proteasen
anderte sich nach der Erholungsphase nicht (AbbgdiPA). Nur Spx wies in den Zellen, die
vor dem letalen Hitzeschock dem Praschock ausgesaten, nach der Erholungsphase eine
Abnahme auf. Dies ist moéglicherweise auf eine, kuden Praschock und anschliel3ende
Inkubation bei 53 °C ausgeldste Induktion von YjbHem Adapterprotein von Spx
zuruckzufihren, welches eine schnellere Degradatem oxidativen Stressregulators durch
ClpXP ermdglicht. Mittels durchgefihrter Microarsakonnte gezeigt werden, dass das
MRNA Level vonyjbH bei 53 °C in der mit dem Praschock behandeltenededirhdht
gegeniber den Zellen war, die eine Temperaturen@hon 37 °C auf 53 °C erfuhren
(eingereichtes Manuskript, A. Heinz Master Thesis).

Anschlieend wurde das Experiment erneut durchgefilwobei jedoch die
Proteinherstellung vor der Erholungsphase durchzdigabe von Spectinomycin inhibiert
wurde (Abbildung 12B, C untere Reihe). Da dies @dkeinen Einfluss auf die Beseitigung
der Aggregate in den mit Praschock behandeltereZdiatte und auch die Menge und
Lokalisation der mittels Western Blot Analyse gé&teEn Komponenten sich nach der
Erholungsphase unverandert zeigte, spielt bei dieBeozess Neusynthese wéhrend der
Erholungsphase vermutlich keine Rolle. Dies deudtmtaufhin, dass schon wéahrend des
Préaschocks alle Proteine die fur die Aggregataufigdhenttigt werden, synthetisiert werden.
Der einzige Unterschied bei Betrachtung der WesBdat Daten manifestiert sich in dem
Spx-Level, das nun in den mit dem Praschock behl@mdeZellen vor und nach
Erholungsphase konstant blieb und keine Abnahmer naefivies. Dies ist vermutlich

dadurch erklarbar, dass die Expression von YjbH durch die Gabe von Spectinomycin
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unterdriickt wurde, wodurch keine schnellere Degradavon Spx durch den ClpXP

Proteasekomplex mehr stattfinden konnte.
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Abbildung 12: Der Einfluss des 48 °C Praschocks auflas zelluldare Aggregatlevel nach einem letalen
Hitzeschock und nach einer sechzigminitigen Erholugsphase inB. subtilis. A) Der B. subtilis Wildtyp
Stamm, der einerseits mit einem flinfzehnminitiggh?@ Praschock angezogen wurde und andereseits nich
wurde anschlieBend entsprechend den beschriebdr@matoleranzbedingungen fur 0 und 30 Minuten 53 °C
ausgesetzt. Daraufhin wurden die Zellen fir wei@®eMinuten bei 37 °C inkubiert. Der Gesamtzellaktr
(CE), der losliche Uberstand (SN) und die Aggregétfon (P) wurden von diesen Proben hergestelt un
anhand SDS-PAGE, mittels Coomassie-Farbung und aife&lot Analyse mit den angezeigten Antikdrpern
untersucht, wobei jeweils 100 ng des entsprecheRdeteins als Positivkontrolle (co) geladen wureSiehe

A), jedoch wurde die Proteinsynthese nach demdethlitzeschock durch die Gabe von 500 uM Spectimimy
inhibiert. C) DerB. subtilisStamm mit demdhGFP Fusion (BNM224) wurde entsprechend den besodnien
Thermotoleranzbedingungen fur 0 und 30 MinutenG&fsgesetzt. Daraufhin wurden die Zellen fir wei&d
Minuten bei 37 °C inkubiert, wobei die Proteinsyagh einerseits durch die Zugabe von 500 uM Speuticin
inhibiert wurde (durch +AB gekennzeichnet) und ardgeits nicht. Proben wurden im Phasenkontras} (ir@
Fluoreszenzmikroskop unter Benutzung des GFP-BiltfDH-GFP) analysiert. Reprasentative Bilder warde
ausgewabhilt.
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3.1.3 Der Einfluss von Komponenten des Proteinqualitatskiotrollsystems auf die
Proteinaggregation unter Thermotoleranzbedingungen

Da Deletionen vorclpC, dnaK hrcA, clpX und clpP, also Gene deren Proteinprodukte
Bestandteile des Proteinqualitatskontrollnetzwetksstellen und damit eine Rolle bei der
Verhinderung und Auflésung von Aggregaten spieldgmriten, einen Einfluss auf das
Uberleben im Rahmen des Thermotoleranzexperimeaieigt haben, wurde in diesen
Stammen die Proteinaggregation unter den gleichedinBungen untersucht. Zusatzlich
wurde die Bildung von Aggregaten wéhrend der Theoteoanz auch in demcsBMutante
getestet, da fir dieses Adapterprotein gezeigt evelkbnnte, dass es zusammen mit dem
Proteasekomplexen ClpCP oder CIpEP einerseits Rolle bei der Hitzeschockregulation
spielt (159, 160) und andererseits bedeutend férAdiflosung des Kompetenzapparates,
einer grol3en molekularen Maschine ist (92). In ehesZusammenhang wurden diese
Deletionsstamme Thermotoleranzbedingungen ausgeseid anschlieBend von diesen
Proben Aggregate prapariert, die mittels SDS-PAGHgetrennt und im Rahmen der Western
Blot Analyse auf die Lokalisation und Expressiorsgesuchter Proteine, die im Verdacht
stehen unter Hitzestress von Bedeutung zu seirgrautht. Zusatzlich wurde in diesen
Mutanten die Aggregation unter Thermotoleranzbeadhggn Uber zusatzlich eingebrachte

MDH-GFP- oder IbpA-GFP Fusionen unter Nutzung desfszenzmikroskops studiert.

3.1.3.1 Die Bedeutung der AAA-ATPase CIpC und des Chaperon®naK fir
Proteinaggregation unter Thermotoleranzbedingungen

Die AAA ATPase ClpC wirkt im Komplex mit der Protsa ClpP an der Degradation von
fehlgefalteten, aggregierten Proteinen, die untieesSbedingungen entstehen kdnnen, mit
(77, 79, 83) und ist zudem an der Regulation deérddchockantwort Uber regulatorische
Proteolyse beteiligt (160). Jedoch konnte bishehnacht eindeutig geklart werden, welche
Rolle ihr bei der Ausbildung der ThermotoleranBegrug auf Proteinaggragtion zuteil wird.
Eine Deletion vortlpC wirkte sichim Vergleich zumB. subtilisWildtyp Stamm negativ auf
das Uberleben bei 53°C der Zellen aus, die einerfzélinminitigem Praschock ausgesetzt
wurden. Ohne den Praschock wies die Mutante eigergder dem Wildtyp Stamm erhohte
Uberlebensrate auf (eingereichtes Manuskript, Ank#laster Thesis).

Betrachtet man die Menge der unter Thermotoleratingangen praparierten Aggregate in

der clpC Mutante, fielen jedoch keine groReren UnterschimadéeVergleich zum Wildtyp
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Stamm auf (Abbildung 13A). Dies bestatigte sichhaut der fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung der Mutante, in der die EntstehungAggregaten mittels an MDH oder IbpA
fusioniertem GFP sichtbar gemacht werden konntebildbng 13C, 13D). Es kann jedoch
angemerkt werden, dass dippC Mutante sich in ihrer Zellmorpholgie vom Wildtypask
unterschied. Die Anordnung der Zellen in langen téetkann vermutlich auf eine
unvollstandige Zellteilung zurickgefihrt werden,e deiner, durch fehlendes ClpC
verursachten, gestorten Autolysin-Synthese zugriagl€95).

Somit scheinen die Effekte auf Thermotoleranz uniddfesistenz, die im Hinblick auf das
Uberleben beobachtet werden konnten (eingereidvisesuskript, A. Heinz Master Thesis),
nicht direkt bei der Proteinaggregation eine Rollespielen.

Die Western Blot Analyse ergab, dass die Lokalgatind das Expressionsmuster von MDH,
DnaK, HtpG, und ClpX durch die verhinderte Expressvon ClpC im Vergleich zum
Wildtyp (Abbildung 6A) nicht beeinflusst wurden (Bitdung 13B). Jedoch wurden McsB
und ClpP Proteine im Vergleich zum Wildtyp (Abbitdy 6A) schon vor dem Hitzeschock
und Préschock produziert und in den Zellen, didntndem Praschock ausgesetzt waren, in
einer gréReren Menge. Dies kénnte in Abwesenheit @pC darauf zurlckzufiihren sein,
dass McsB in ungestressten Zellen nicht mehr ishilvird. Aktives McsB kann als Adaptor
fungieren und inhibiert die CtsR-DNA-Interaktiondem es CtsR bindet, wobei dies zu einer
erhdhten Expression von ClpP, CIpE und McsB fibé2].
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Abbildung 13: Der Einfluss der clpC Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggregten unter
Thermotoleranzbedingungen in B. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von d@&. subtilis clpC
Mutante BNM105, die nach dem beschriebenen Therematazprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und im Vergleich zu der Aggregatfraktison Wildtypzellen, welche die gleiche Behandlung
erfahren haben, mittels SDS-PAGE unter Verwendumg \WCoomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8M) die Aggregatfraktion (P) wurden von dgrsubtilis
clpC Mutante BNM105, die nach dem beschriebenen Theremsinzprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels nGssie-Farbung und Western Blot Analyse mit den
angezeigten Antikdrpern untersucht, wobei jewe@® hg des entsprechenden Proteins als Positivktn{om)
geladen wurde. C) DiB. subtilisclpC Mutante BNM234, die MDH als Fusion mit GFP expririievurde nach
dem beschriebenen Thermotoleranzprotokoll aufgezoge behandelt. Proben wurden vor, 15 min und B0 m
nach dem 53 °C Hitzeschock im Phasenkontrast (P@)Rluoreszenzmikroskop unter Benutzung des GFP-
Filters (MDH-GFP) analysiert. Reprasentative Bilderden ausgewahlt. D) Siehe C), jedoch wurde &rots
Stammes BNM234, diB. subtilis clpCMutante BEM4, welche IbpA als Fusion mit GFP elidop exprimiert,
verwendet.

110



Wahrend fur ClpC gezeigt werden konnte, dass esmzoen mit ClpP unter anderem an der
Auflésung von Aggregaten beteiligt ist (77, 79, ,88rhindert DnaK die Aggregation von
Proteinen unter Stressbedingungen und stellt sosnie zentrale Komponente des
Chaperonsystems dar (35). Hier wurde daher der I[ussmf von DnaK auf das
Aggragtionverhalten unter Thermotoleranzbedingungdd. subtilisgetestet. Abbildung 9A
zeigt, dass die Zellen deénaK Mutante, die dem Préaschock ausgesetzt waren, 3achin
bei 53 °C etwas mehr Aggregate als der Wildtyp, akar gleichen Bedingungen ausgesetzt
war, angesammelt hatten. Dies stimmte mit der udiesen Bedingungen beobachteten,
etwas geringeren Uberlebensrate der Mutante lbéegigereichtes Manuskript, A. Heinz
Master Thesis) und konnte auch durch die fluoreangétroskopischen Aufnahmen daénak
Mutante, die zusatzlich fir das MDH- oder IbpA-GHasionsprotein kodiert, bestatigt
werden (Abbildung 14C, 14D). Wurden die DnaK-defiten Zellen keinem Praschock
ausgesetzt, konnten etwas weniger Aggregate aWiidtyp Stamm prépariert werden (Abb
9A). Jedoch deuteten weder die Uberlebenskurveneme hohere Uberlebensrate dieser
Mutante gegeniber zum Wildtyp hin (eingereichtesnikript, A. Heinz Master Thesis),
noch zeigten sich im Fluoreszenzmikroskop im Vecgleum Wildtyp weniger, durch die
GFP Fusionen markierten Aggregate nach dem letdiemeschock (Abb 14C, 14D). Somit
ist dieser Effekt vermutlich auf einen Auftrags-eodraparationsfehler zurtickzufuhren.

111



P

wild type AdnaK
37/53 48/53  37/53 48/53 °C
0 1530 0 15 30 0 15 30 0 15 30 min
kDa Lkl
116 |we = == "
g0 [ 3 5 -5
55 : - L - -
SE | il ! g‘
— - -.
= BB Z3 BE S8
27| =% SKS_-T%
el
37/53 °C 48/53 °C
CE SN P CE SN P
kDa 0 15 30 0 15 30 0 15 30 0 1530 0 15 30 0 15 30 min
v - P = = =
116 | A — - §=F
WiW=EmESSSH o
. = =
55 W - -
- _—
== -
36| - - -
= S e e -
.4'.,.3“ ‘.- ey
= = co (o)
Gl g e — ————— el a-ClpC
T P— .~ - o~ o a-MDH
| —_— - - o == . | | _ == s | | a-ClpX
| [ - e | | s e _,,|| a-ClpP
| _____ — — . | | o — —— | a-McsB
| I y—p— - i | | 8 B e - | a-HtpG

112




15min37C 15min480
. \ v\ ’\/
0 min — |
53°C ’ /
~ A
15 min /
53°C \\_
\Z-\n

30 min
53°C

MDH-GFP MDH-GFP

15 min 37°C 15 min 48°C

0 min

53°C

15 min
53°C

30 min
53°C

lopA-GFP PC lopA-GFP PC

Abbildung 14: Der Einfluss der dnaK Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggre@ten unter
Thermotoleranzbedingungen inB. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von d&. subtilis dnaK
Mutante BNM118, die nach dem beschriebenen Therematazprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und im Vergleich zu der Aggregatfraktison Wildtypzellen, welche die gleiche Behandlung
erfahren haben, mittels SDS—-PAGE unter Verwendumm \WCoomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8M) die Aggregatfraktion (P) wurden von dgrsubtilis
dnaK Mutante BNM118, die nach dem beschriebenen Therem@inzprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels nGssie-Farbung und Western Blot Analyse mit den
angezeigten Antikdrpern untersucht, wobei jewe@® hg des entsprechenden Proteins als PositivktEn{om)
geladen wurde. C) DiB. subtilisdnaK Mutante BSR13, die MDH als Fusion mit GFP expritjiaurde nach
dem beschriebenen Thermotoleranzprotokoll aufgezoge behandelt. Proben wurden vor, 15 min und B0 m
nach dem 53 °C Hitzeschock im Phasenkontrast (P@)Rluoreszenzmikroskop unter Benutzung des GFP-
Filters (MDH-GFP) analysiert. Reprasentative Bilderden ausgewahlt. D) Siehe C), jedoch wurde #rots

Stammes BSR13, diB. subtilis dnakMutante BEM8, welche IbpA als Fusion mit GFP eltop exprimiert,
verwendet.
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Da jedoch sowohl die Deletion vatpC als auch die vodnaK nur einen geringen Einfluss
auf die Aggregatentstehung unter Hitzeschockbediggn zeigten, wurde eine
Doppelmutante geschaffen, die weder ClpC noch Degprimiert. Diese wurde beziglich
ihres Aggregatverhaltens unter Thermotoleranzbenliggn untersucht. Aus Abbildung 15A,
in der die praparierten Aggregate der Doppelmutaniteels SDS PAGE aufgetrennt wurden,
wird ersichtlich, dass der letale Hitzeschock %P6 in der Doppelmutante nach 15 Minuten
zu einer massiven Ansammlung der Proteine in ddoslichen Fraktion resultierte.
Insbesondere fuhrte die gleichzeitige Deletion W@pC und DnaK dazu, dass sich der
positive Einfluss des Praschocks auf das Aggregsierhalten nach dem 53°C Hitzeschock
verlor. Dies konnte durch die fluoreszenzmikroskopen Aufnahmen eines Stammes, der
sowohl clpC und dnaK deletiert hat, als auch das Fusionsprotein MDH-@&xPBrimiert,
bestétigt werden. Nach 15 min bei 48 C und weitef®rmin bei 53 °C wiesen fast alle
mikroskopierten Zellen MDH-GFP enthaltende Aggregatif, die auch im Phasenkontrast
erschienen (Abbildung 15 C). Bei erneuter Betraoftder SDS PAGE in Abbildung 15A,
fallt auf, dass die Doppelmutante nach 30 min [#&PfG eine vom Praschock unabhangige
Abnahme in der Aggregatmenge zu verzeichnen hatiahei dies nicht durch die
mikroskopische Untersuchung bestatigt werden ko@kbdildung 15C). Nach 15 min bei 53
°C wiesen die Zellen der Doppelmutante eher eiakste Proteinaggregation auf, als nach
30 min.

Zusatzlich fiel jedoch auf, dass die Zellen nachn@0 bei 53°C im Phasenkontrast deutlich
kontrastarmer werden. Dies ist mdglicherweise a# durch den Tod der Bakterien bedingte
Auflosung der Zellwand zurtckzufiuhren. In diesenll f&@re es mdglich, dass die Methode
der Aggregatpraparation zu fehlerhaften Ergebnigedithrt hat, da die toten Zellen im ersten
Schritt ausgewaschen wurden und somit deren Agtgegeht mehr erfasst werden konnten.
Die Western Blot Analyse (Abbildung 15B) zeigtesslaler Praschock nun nicht mehr hilft,
die Aggregation des Markerproteins MDH nach deralést Hitzeschock zu verhindern, da es
sich deutlich nach 15 und 30 min bei 53 °C in dgg#gatfraktion befandt. Die Protease
ClpP und das Adapterprotein wiesen wiederum eiridneire Expression bei 37 °C im
Vergleich zum Wildtyp auf. Ansonsten wich das Exgsiens- und Lokalisationsmuster der
einzelnen Komponenten des Proteinqualitatskonystésns in dieser Doppelmutante nicht
gravierend vom Wildtyp (Abbildung 6A) ab.
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Abbildung 15: Die Entstehung und Bildung von Aggregten unter Thermotoleranzbedingungen in der
dnaK clpC Doppelmutante in B. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von dé&. subtilis dnaKclpC
Doppelmutante BSR117, die nach dem beschriebenemmbtoleranzprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, hergestellt und im Vergleich zu der Aggrégation von Wildtypzellen, welche die gleiche Baléung
erfahren haben, mittels SDS—-PAGE unter Verwendumm \Coomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8M) die Aggregatfraktion (P) wurden von dgrsubtilis
dnaK clpC Doppelmutante BSR117, die nach dem beschriebememmibtoleranzprotokoll aufgezogen und
behandelt wurde, hergestellt und anhand SDS-PAGeIsnCoomassie-Farbung und Western Blot Analyge m
den angezeigten Antikérpern untersucht, wobei jBAHIO ng des entsprechenden Proteins als Positidie
(co) geladen wurde. C) DiB. subtilis dnaKclpC Doppelmutante BSR20, die MDH als Fusion mit GFP
exprimiert, wurde nach dem beschriebenen Thermatoprotokoll aufgezogen und behandelt. Proben evurd
vor, 15 min und 30 min nach dem 53 °C HitzeschaekPihasenkontrast (PC) und Fluoreszenzmikroskop unte
Benutzung des GFP-Filters (MDH-GFP) analysiert.rBspntative Bilder wurden ausgewahilt.
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Da die Gene dednaK Operons in einem Stamm, dem HrcA, der RepressoKtisse |
Hitzeschockgene, fehlt, auch ohne Hitzeschock @amdne hohen Level exprimiert werden
(56, 154), wurde auch diese Mutante auf die Faltigkiefluss auf die Proteinaggregation
unter Thermotoleranzbedingungen zu nehmen, getdatatiesem Zusammenhang konnte
beobachtet werden, dass die Deletion VonA eine leichte intrinsische Thermotoleranz
entwickelte, wobei sie gegeniiber dem Wildtyp eidkdne Uberlebensrate bei 53 °C aufwies,
wenn sie nicht zuvor bei 48 °C inkubiert wurde (L8&ingereichtes Manuskript, A. Heinz
Master Thesis). Des Weiteren zeigt Abbildung 16GsdearcA-defiziente Zellen nach einem
Hitzeschock bei 53 °C deutlich weniger Aggregatedise Wildtyp Zellen entwickelten. Auch
das Markerprotein MDH aggregierte nach der Inkumtbei 53 °C im Vergleich zum
Wildtyp sehr viel weniger stark (Abbildung 16B). dm zeigte die Western Blot Analyse in
der Tat eine deutliche Uberexpression von DnaK (#lbbg 16B) im Vergleich zum Wildtyp
(Abbildung 6A), wobei das Expressionsmuster von teven getesteten Proteinen des
Proteinqualitatssystems nicht beeinflusst wurde.ter&gssanterweise erschien im
Gesamtzellextrakt der Zellen, die dem Praschockesetzt wurden, eine hervorstechende
Proteinbande bei 60 kDa, die vermutlich GroEL reprdiert. Auch in anderen Mutanten und
im Wildtyp ist diese Bande nach einem Praschockuwamaachen (zum Beispiel Abbildung 6).
Trotzdem steigerte die in darcA Mutante schon ohne Stress erhthte Expressiorlmkss
und groE Operons die Hitzeresistenz nicht so stark wie bikubation bei 48 °C.
Infolgedessen sank die Aggregatmenge und fernen die MDH Aggregation in dieser
Mutante nach dem Hitzeschock nicht auf das Level\8ddtyps, der zusatzlich dem 48°C
Praschock ausgesetzt wurde, ab.

Die Gabe eines Préaschocks bei 48 °C brachte iMdéainte keinen grof3artigen Unterschied
in der Aggregatbildung gegenuber dem Wildtyp herv@as bedeutet, dass die
Uberexpression dednaK Operons zusatzlich zum Praschock keine weitereswixkungen
auf die Verhinderung der Proteinaggregation hattk somit eine Inkubation bei 48 °C véllig

ausreichend war.
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Abbildung 16: Der Einfluss der hrcA Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggregéen unter
Thermotoleranzbedingungen inB. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von d&. subtilis hrcA
Mutante BAH42, die nach dem beschriebenen Therm@okprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und im Vergleich zu der Aggregatfraktison Wildtypzellen, welche die gleiche Behandlung

erfahren haben,

mittels SDS—-PAGE unter Verwendumy \oomassie-Farbung analysiert.

B) Der

Gesamtzellextrakt (CE), der I6sliche Uberstand (8NJ die Aggregatfraktion (P) wurden von d&rsubtilis
hrcA Mutante BAH42, die nach dem beschriebenen Thereratozprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels Coomds&ibung und Western Blot Analyse mit den angezeigte
Antikérpern untersucht, wobei jeweils 100 ng dessgrechenden Proteins als Positivkontrolle (copdeh

wurde.
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3.1.3.2 Die Bedeutung der Argininkinase McsB fur die Protemaggregation unter
Thermotoleranzbedingungen

Die Argininkinase McsB ist ein Adapterprotein de$p@P Komplexes und ist an der
Regulation der Hitzeschockantwort beteiligt (15%0.1 163, 164). Sie inhibiert und
phosphoryliert CtsR, den Repressor der Klasseitdddchockgene und verursacht zusatzlich
dessen Degradation Uber ClpCP, wobei ClpC verniutldurch McsB-vermittelte
Phosphorylierung aktiviert werden muss (161). AdBar konnte gezeigt werden, dass McsB
Einfluss auf die Thermotoleranzentwicklung nehmeanrk (eingereichtes Manuskript).
Zudem wurde beobachtet, dass McsB zusammen mitFCqu@r CIpEP eine wichtige Rolle
bei der Auflésung des Kompetenzapperates, einekulale Maschine, die aus zahlreichen
Kompetenzproteinen besteht, spielt (92). Daherebhéstie Mdglichkeit, dass McsB auch
daran beteiligt sein kdnnte, unter Hitzestresstengmnde Aggregate aufzulosen.

Betrachtet man jedoch die SDS Page, welche dieslicti@&n Fraktionen dencsBdefizienten
Zellen mit denen des Wildtyps unter Thermotoleraabgungen vergleicht, wurde kein
nennenswerter Unterschied ersichtlich. Moglicheseaintstanden in der Mutante sogar nach
dem letalen Hitzeschock, sowohl mit als auch ohrisdhock etwas weniger Aggregate
(Abbildung 17A). Auch wies die Mutante unter dies@&edingungen ein ahnliches
Expressions- und Lokalisationsmuster von ClpC, MDiHaK, ClpP und ClpX im Vergleich
zum Wildtyp (Abbildung 6A) auf (Abbildung 17B). D&haperon HtpG wurde hingegen in
der Mutante schon vor dem Hitzeschock verstarktienprt, wobei HtpG im Wildtyp durch
den Hitzeschock induziert wurde (Abbildung 6A). dtwich wies HtpG in den Zellen, denen
McsB fehlt, nach dem letalen Hitzeschock eine dgutlgeringere Lokalisation in der
Aggregatfraktion auf. Damit besteht die Mdoglichkeitass HtpG und McsB an einem
gemeinsamen Prozess, der auch unter HitzestressRaile spielen konnte, beteiligt sind.
Dies konnte in diesem Zusammenhang jedoch nichégekerden.

Um die Aggregatbildung unter Thermotoleranzbedirggumin Abh&angigkeit von Mcskh
vivo darstellen zu kénnen, wurde ein Stamm kreiertnéden der Deletion vamcsBsowohl
IbpA-CFP, als auch MDH-YFP produziert. Die MDH-YHsion wurde hierbei unter dem
eigenen Promotor exprimiert und das Gen fur di&Hs-P Fusion wurde in desamy Lokus
kloniert. Die Aufnahmen, die mittels eines Fluomszmikroskops erstellt wurden, zeigten,
dass in dieser Mutante IbpA-CFP und MDH-YFP schondem Hitzeschock, bei 37 °C in
extrem hell leuchtenden und grol3en polaren Foclokalisieren (Abbildung 17C). Es

kommen jedoch auch Zellen vor, die keine Foci uadhitl auch nur eine sehr schwache
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Fluoreszenz aufwiesen. Auch nach dem letalen Hitmesk bei 53 °C blieben diese polaren
Foci erhalten. Eine funfzehnminitige Inkubation b& °C fihrte ebenso zu stark
leuchtenden, polaren Foci, wobei es schien, dasedieim Vergleich zu den Zellen, die nur
53 °C ausgesetzt wurden, in weitaus mehr Zellest@mien. Sogar im Phasenkontrast
konnten diese Foci als dunkle Strukturen wahrgenemmwerden. Es war schwer die
normale, durch den Hitzeschock bei 53 °C ausgel@sggregatbildung, die gut im
Phasenkontrast an den kleineren, dunkleren Sterktuachvollzogen werden konnte und sich
auch eher vom Wildtyp nicht unterschied (Abbildungl10, 11), Uber die CFP und YFP
Fusionen zu beobachten. Diese, durch MDH und Ibp#krarten Aggregate wiesen im
Gegensatz zu den riesigen, polaren Foci eine auasitte Fluoreszenz auf. Vereinzelt waren
sie nur durch die IbpA-CFP Fusion nach 15 und 30 ba&i 53 °C zu erkennen, wobei die
MDH-YFP Fusion einfach zu schwach leuchtete. Disddhe fur diese stark leuchtenden
Foci konnte nicht aufgeklart werden. Jedoch zeggersich auch in ungestressten Zellen und
scheinen daher keine durch Hitze entfalteten undreggerten Proteine zu enthalten.
Zusammengefasst zeigte die Argininkinase McsB uditesen Bedingungen keinen Einfluss

auf die Proteinaggregation unter Thermotoleranzigedigen und unter Hitzestress.
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Abbildung 17: Der Einfluss der mcsB Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggreg@ten unter
Thermotoleranzbedingungen inB. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von d&. subtilis mcsB
Mutante BNM117, die nach dem beschriebenen Therematazprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und im Vergleich zu der Aggregatfraktison Wildtypzellen, welche die gleiche Behandlung
erfahren haben, mittels SDS-PAGE unter Verwendumg \Coomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8M) die Aggregatfraktion (P) wurden von dgrsubtilis
mcsB Mutante BNM117, die nach dem beschriebenen Thedeminzprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels nGssie-Farbung und Western Blot Analyse mit den
angezeigten Antikdrpern untersucht, wobei jewe@® hg des entsprechenden Proteins als PositivktEn{om)
geladen wurde. C) DiB. subtilismcsBMutante BSR36, die IbpA als Fusion mit CFP und Malsl Fusion mit
YFP exprimiert, wurde nach dem beschriebenen Thideranzprotokoll aufgezogen und behandelt. Proben
wurden vor, 15 min und 30 min nach dem 53 °C Hithesk im Phasenkontrast (PC) und
Fluoreszenzmikroskop unter Benutzung des CFP-BiltdbpA-CFP) und des YFP-Filters (IbpA-YFP)
analysiert. Reprasentative Bilder wurden ausgewahit
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3.1.3.3 Die Bedeutung der CIpXP Protease fir die Proteinagregation unter
Thermotoleranzbedingungen

In B. subtilisspielt die AAA ATPase ClpX zusammen mit der Pree&IpP eine wichtige
Rolle in der Proteinqualitatskontrolle, indem ese WIpC auch an der Degradation von
fehlgefalteten Proteinen beteiligt ist (77). In siemn Sinne wurde der Einfluss dieses
Komplexes auf die Entwicklung der Thermotoleranz Hinblick auf Uberleben und
Proteinaggregation getestet. Gegen jegliche Erwgetn zeigte sowohl dexlpX-, als auch
der clpP-defiziente Stamm eine bessere Uberlebensrate3o¥C5m Vergleich zum Wildtyp
(eingereichtes Manuskript, A. Heinz Master Theddgmit Ubereinstimmend resultierte eine
clpP Deletion unter schweren Hitzestressbedingungeainer im Vergleich zum Wildtyp
weitaus geringeren Menge an Proteinaggregaten [d\big 18A). Dabei flhrte der
Praschock zu keinem Unterschied im Aggregationslewe dieser Mutante. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnten dieSegebnis bestatigen (Abbildung
18C). Dabei entwickelten dielpP-defizienten Zellen nach der Inkubation bei 53 °C,
unabhangig, ob sie vorher 48 °C ausgesetzt wuldgne sichtbaren MDH-GFP markierten
Aggregate. Auch im Phasenkontrast zeigten die Zelich dem letalen Hitzeschock deutlich
weniger Einschlusskorperchen als die Wildtyp Zell&elbst fur das hitzelabile Proteine
MDH konnte keine Lokalisation an der Aggregatfraktinach dem letalen Hitzeschock
nachgewiesen werden (Abbildung 18B). Auch die amdleuntersuchten Chaperone und
Komponenten der Proteasekomplexe wiesen eine irgl&eh zum Wildtyp (AbbildunglA)
deutlich geringere Lokalisation in der unl6slicienaktion auf, wobei dies auch aufgrund des
sehr niedrigen Aggregatlevels zu erwarten war réstganterweise erhodhte sich in den Zellen,
die dem Praschock ausgesetzt wurden die Aggreggeriemtinuierlich mit der Zeit, die sie
bei 53 °C inkubiert wurden (Abbildung 18A, B). NatB0 min bei 53 °C konnte eine kleine
Menge aggregiertes MDH mittels der Western Blot Igs& nachgewiesen werden
(Abbildung 18B).

Im Gegensatz dazu zeigt Abbildung 18D, in der tiereszenzmikroskopischen Aufnahmen
des Stammes, der IbpA-GFP Xylose-abhangigclpP Hintergrund exprimiert, dargestellt
sind, unter allen Bedingungen sehr viele und stk $luoreszierende Foci. Diese erschienen
in den ungestressten Zellen, sowie in denen, dieneiPraschock und oder dem letalen
Hitzeschock ausgesetzt wurden. Eine Erklarung fésed ungewohnlichen Resultate wére,
dass IbpA auf. coli ein Substrat des Clp SystemsBn subtilisist und ClpP somit an der

Auflésung der unter 3.1.1.2 beschrieben artifizielFoci, die vermutlich durch die Fusion
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von GFP an IbpA entstehen (278), beteiligt ist. diaser Effekt unabhangig von den
Thermotoleranzbedingungen auftrat, konnte man dasasgehen, dass er in diesem

Zusammenhang keine Rolle spielte.
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Abbildung 18: Der Einfluss der clpP Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggregten unter
Thermotoleranzbedingungen in B. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von d&. subtilis clpP
Mutante BNM103, die nach dem beschriebenen Thenematazprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und im Vergleich zu der Aggregatfraktison Wildtypzellen, welche die gleiche Behandlung
erfahren haben, mittels SDS—-PAGE unter Verwendumm \Coomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8M) die Aggregatfraktion (P) wurden von dgrsubtilis
clpP Mutante BNM103, die nach dem beschriebenen Thererainzprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels Coomdssibung und Western Blot Analyse mit den angezeigte
Antikérpern untersucht, wobei jeweils 100 ng dessgrechenden Proteins als Positivkontrolle (copdeh
wurde. C) DieB. subtilis clpPMutante BNM233, die MDH als Fusion mit GFP exprirhiavurde nach dem
beschriebenen Thermotoleranzprotokoll aufgezogenbemandelt. Proben wurden vor, 15 min und 30 raghn
dem 53 °C Hitzeschock im Phasenkontrast (PC) undreszenzmikroskop unter Benutzung des GFP-Filters
(MDH-GFP) analysiert. Reprasentative Bilder wurdamsgewahlt. D) Siehe C), jedoch wurde anstatt des
Stammes BNM233, diB. subtilisclpP Mutante BSR31, welche IbpA als Fusion mit GFP eisitip exprimiert,
verwendet.

Betrachtet man nun die Aggregatbildung unter Théotecanzbedingungen in deaipX

Deletionsmutante, konnte ebenso eine vermindedeifaggregation bei 53 °C im Vergleich
zum Wildtyp Stamm beobachtet werden (Abbildung 19%doch fiel der Unterschied zum
Wildtyp nicht so drastisch aus, wie in delpP Mutante. Zellen, die keinem Praschock
ausgesetzt wurden, wiesen noch immer eine erhéhmahA an Aggregaten, die ebenfalls
MDH enthalten, im Vergleich zu den Zellen auf, dievor bei 48 °C auf den letalen
Hitzeschock vorbereitet wurden (Abbildung 19B). Dientersuchten Proteine des
Qualitatskontrollsystems zeigten im Vergleich zumilddyp (Abbildung 6A) kein

unterschiedliches Expressions- und Lokalisationsenudie Anzahl der Aggregate, die
MDH-GFP enthielten oder durch IbpA-GFP markiert dam, verstarkte sich nach dem 53 °C
Hitzeschock (Abbildung 19C,D). Die Menge der MDH¥&Bildenden Foci in dieser Mutante
erreichte jedoch augenscheinlich nicht das Level\Wddtyp Stammes, wobei aufgrund der

Betrachtung von Einzelzellen und des nicht so ddweh Unterschieds die Beurteilung, ob
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sich das Level der Aggregation in dieser Mutanten\Wildtyp unterschied, jedoch sehr
schwerfiel. Moglicherweise zeigte sich nach 30 e 53 °C eine zum Wildtyp geringfugig
erniedrigte Aggregatentstehung. Zusatzlich fiel, addiss die Inkubation bei 48 °C die

Entstehung von MDH- beziehungsweise IbpA-enthak@ndAggregaten groldtenteils
verhindern konnte.
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Abbildung 19: Der Einfluss der clpX Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggregten unter
Thermotoleranzbedingungen in B. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von d&. subtilis clpX
Mutante BNM107, die nach dem beschriebenen Thenematazprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und im Vergleich zu der Aggregatfraktison Wildtypzellen, welche die gleiche Behandlung
erfahren haben, mittels SDS—-PAGE unter Verwendumm \Coomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8M) die Aggregatfraktion (P) wurden von dgrsubtilis
clpX Mutante BNM107, die nhach dem beschriebenen Thererainzprotokoll aufgezogen und behandelt wurde,
hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels Coomdasibung und Western Blot Analyse mit den angezeigte
Antikérpern untersucht, wobei jeweils 100 ng dessgrechenden Proteins als Positivkontrolle (copdeh
wurde. C) DieB. subtilis clpXMutante BNM236, die MDH als Fusion mit GFP exprirhiavurde nach dem
beschriebenen Thermotoleranzprotokoll aufgezogenbemandelt. Proben wurden vor, 15 min und 30 raghn
dem 53 °C Hitzeschock im Phasenkontrast (PC) undreszenzmikroskop unter Benutzung des GFP-Filters
(MDH-GFP) analysiert. Reprasentative Bilder wurdamsgewahlt. D) Siehe C), jedoch wurde anstatt des
Stammes BNM236, diB. subtilis clpXMutante BEM5, welche IbpA als Fusion mit GFP eksopi exprimiert,
verwendet.

Diese Ergebnisse lassen die Existenz eines Stgessters vermuten, der durch den
Proteasekomplex CIpXP negativ reguliert wird, gexhoch positiv auf das Zelliiberleben und

negativ auf cytosolische Proteinaggregation urén Hitzeschockbedingungen auswirkt.
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3.1.4 Der Effekt der clpP und clpX Deletion auf die Proteinaggreqgation unter
Thermotoleranzbedingungen basiert hauptsachlich auSpx

Da ClpP zusammen mit ClpX an der Degradation vor [&gteiligt ist (100), stellt dieser
globale Regulator der oxidativen Stressantwort reingglichen Kandidaten dar, der den
Effekt einer clpP oder clpX Deletion auf die Thermotoleranz hervorrufen kaiicht
gestresste Wildtyp Zellen wiesen daher ein sehinges Spx Level auf (Abbildung 6A),
wobei Spx inclpP undclpX defizienten Zellen akkumulierte (Abbildung 18BR)965, 103).
Neben seiner Rolle in der oxdativen Stressantwocheist Spx auch an der
Hitzeschockantwort beteiligt zu sein, da seine Egpion deutlich durch Hitze induziert
wurde (Abbildung 6A) (103, 185). Um dies zu begj@t, wurde der Einfluss von Spx auf das
Uberleben und die Aggregatbildung unter Thermo#sigbedingungen studiert. In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass im Beafg das Uberleben kein
Thermotoleranzverhalten fur dgpx Mutante mehr beobachtet werden konnte (eingeescht
Manuskript). Die Zellen, die dem Praschock ausgésetirden, wiesen eine, zu den Zellen,
die nicht bei 48 °C inkubiert wurden, &hnliche Bezate bei 53 °C auf. Weiterhin konnte in
dieser Mutante nach dem letalen Hitzeschock unit @abe des Praschocks eine erhohte
Aggregatbildung im Vergleich zum Wildtyp festgeltelverden (Abbildung 20A). Die
Inkubation bei 48 °C reichte bei fehlender Expr@ssvon Spx nicht mehr aus, um die
Proteinaggregation bei 53 ° zu verhindern, wobech sidies zudem in den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen bewahrheif@bbildung 20C, D). Auch die
Western Blot Analyse (Abbildung 20B) bestatigtesdida sich MDH trotz des Praschocks
deutlich nach 15 und 30 min bei 53 °C in der Aggtérgktion befindet. Die Lokalisation und
Expression wichtiger Chaperone und Proteasen saigoh das Fehlen von Spx nicht

betroffen zu sein.
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Abbildung 20: Der Einfluss der spx Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggre@ten unter
Thermotoleranzbedingungen inB. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von dBr subtilis spMutante
BNM111, die nach dem beschriebenen Thermotoleratakoll aufgezogen und behandelt wurde, hergestellt
und im Vergleich zu der Aggregatfraktion von Wildgellen, welche die gleiche Behandlung erfahrerehab
mittels SDS—PAGE unter Verwendung von Coomassiedy analysiert. B) Der Gesamtzellextrakt (CE), der
I6sliche Uberstand (SN) und die Aggregatfraktiod {Rirden von deB. subtilis spxMutante BNM111, die
nach dem beschriebenen Thermotoleranzprotokolleaofgen und behandelt wurde, hergestellt und anhand
SDS-PAGE, mittels Coomassie-Farbung und Westerh/&lalyse mit den angezeigten Antikdrpern untersuch
wobei jeweils 100 ng des entsprechenden ProteinBagitivkontrolle (co) geladen wurde. C) Biesubtilisspx
Mutante BSR15, die MDH als Fusion mit GFP expritjiewurde nach dem beschriebenen
Thermotoleranzprotokoll aufgezogen und behandetibéh wurden vor, 15 min und 30 min nach dem 53 °C
Hitzeschock im Phasenkontrast (PC) und Fluoreszémaskop unter Benutzung des GFP-Filters (MDH-GFP)
analysiert. Reprasentative Bilder wurden ausgewd&@h)ltSiehe C), jedoch wurde anstatt des StammeslBSR
die B. subtilis spMutante BSR30, welche IbpA als Fusion mit GFP eilgidpexprimiert, verwendet.

Sollte Spx jedoch in der Tat an der Entwicklung ohrinsischen Thermotoleranz, die sich
zudem auf die Proteinhomeostase auswirkt, inali@X oder clpP Mutante verantwortlich

sein, musste dieser Effekt in eirgax clpPoderspx clpXDoppelmutante aufgehoben werden.
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In Abbildung 21 und Abbildung 22 ist sehr deutlizh erkennen, dass das gleichzeitige
Fehlen von Spx und ClpP beziehungsweise ClpX zerewerstarkten Proteinaggregation
unter Hitzestressbedingungen fihrte, wobei das mbwieranzverhalten durch die 48 °C
Inkubation vollstéandig beseitigt wurde. Dieses bBrge konnte durch die Anwendung von
unterschiedlichen Methoden, wie d&r vitro Aggregatprdparation mit anschlie3ender
Western Blot Analyse, in der unter anderem die Llie&on und Expression des

Markerproteins MDH detektiert wurde und der flu@&szmikroskopischen Beobachtung, in
der die Aggregation mittels GFP-Fusionén vivo dargestellt werden konnte, bestatigt
werden.

Western Blot Analysen von ausgewahlten Proteinegterg, dass die jeweiligen Deletionen
das Expressionverhalten und die Lokalisation vorapgéhone und Proteasen, die in der
Hitzeschockantwort eine wichtige Rolle spielen,\f@rgleich zum Wildtyp (Abbildung 6A)

nicht beeinflussten.
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Abbildung 21: Die Entstehung und Bildung von Aggregten unter Thermotoleranzbedingungen in derB.
subtilis spx clpP Doppelmutante. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von ddB. subtilis spx clpP
Doppelmutante BSR110, die nach dem beschriebenemmbtoleranzprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, hergestellt und im Vergleich zu der Aggrégation von Wildtypzellen, welche die gleiche Beléung
erfahren haben, mittels SDS-PAGE unter Verwendumg \WCoomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8N die Aggregatfraktion (P) wurden von d&rsubtilis
spx clpP Doppelmutante BSR110, die nach dem beschriebenamnitoleranzprotokoll aufgezogen und
behandelt wurde, hergestellt und anhand SDS-PAGEeIsnCoomassie-Farbung und Western Blot Analyge m
den angezeigten Antikérpern untersucht, wobei jBAHIO0 ng des entsprechenden Proteins als Pogitidite
(co) geladen wurde. C) Di8. subtilis spx clpP Doppelmutante BSR19, die MDH als Fusion mit GFP
exprimiert, wurde nach dem beschriebenen Thermmaiatprotokoll aufgezogen und behandelt. Proben evwurd
vor, 15 min und 30 min nach dem 53 °C HitzeschaekPihasenkontrast (PC) und Fluoreszenzmikroskop unte
Benutzung des GFP-Filters (MDH-GFP) analysiert.rBspntative Bilder wurden ausgewahilt.
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Abbildung 22: Die Entstehung und Bildung von Aggregten unter Thermotoleranzbedingungen in derB.
subtilis spx clpX Doppelmutante. A) Die Aggregatfraktion (P) wurde von ddB. subtilis spx clpX
Doppelmutante BSR109, die nach dem beschriebenemmbitoleranzprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, hergestellt und im Vergleich zu der Aggrégation von Wildtypzellen, welche die gleiche Baléung
erfahren haben, mittels SDS—-PAGE unter Verwendumm \Coomassie-Farbung analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8M) die Aggregatfraktion (P) wurden von dgrsubtilis
spx clpX Doppelmutante BSR109, die nach dem beschriebenernittoleranzprotokoll aufgezogen und
behandelt wurde, hergestellt und anhand SDS-PAGiEeIsnCoomassie-Farbung und Western Blot Analyge m
den angezeigten Antikérpern untersucht, wobei jBAHIO ng des entsprechenden Proteins als Positidie
(co) geladen wurde. C) Di8. subtilis spx clpXDoppelmutante BSR21, die MDH als Fusion mit GFP
exprimiert, wurde nach dem beschriebenen Thermaitoprotokoll aufgezogen und behandelt. Proben evurd
vor, 15 min und 30 min nach dem 53 °C HitzeschaekPihasenkontrast (PC) und Fluoreszenzmikroskop unte
Benutzung des GFP-Filters (MDH-GFP) analysiert.rBspntative Bilder wurden ausgewahilt.

Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse vermasnddr beobachtete Effekt in ayP

undclpX Mutante tatsachlich auf ein erhéhtes Spx-Levelbir.

3.1.5 Ein erhdhtes Level an Spx schiitzt die Zelle vor leeinduzierter

Proteinaggregation

Um die Bedeutung von Spx fur die Hitzeschockantwmoid die Thermotoleranzentwicklung
eindeutig  aufzuklaren, wurde der Einfluss einer -HSiperexpression auf die
Aggregatentstehung unter HitzestressbedingungehestuFir diese Experimente wurde ein
Stamm benutzt, in dem die zwei C-terminalen Aminiosa von Spx, Alanin und Asparagin
durch zwei Aspartate ersetzt wurden (DD), so dasdwgch ClpXP nicht mehr degradiert
werden kann. Dieses so veranderte Spx, weiterhiDBpgenannt, wurdén transunter der
Kontrolle eines IPTG induzierbaren Promotors in deryLokus de$B. subtilisChromosoms
insertiert (104). Wurde der Praschock durch dieuktion von SpxDD ersetzt, kann ein
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besseres Uberleben bei 53 °C beobachtet werdeahaésdiese Induktion, wobei Zellen, die
den Préaschock ausgesetzt wurden noch am langsastatben (eingereichtes Manuskript).
Wurde die SpxDD-Expression vor dem letalen Hitzeskhbei 53 °C durch die Zugabe von
0,1 mM IPTG induziert, konnte eine geringere Praggregation, die sowohl durch die
Aggregatpraparation als auch durch die Lokalisation MDH-GFP untersucht wurde, im
Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 23A) oder zum Starnin dem SpxDD nicht induziert
wurde (Abbildung 23B, 23D) beobachtet werden. Dieest®rn Blot Analysen in
Abbildung23B und C zeigen deutlich, dass SpxDDcihvet mit einem Antikérper gegen Spx
detektiert werden konnte, schon vor dem letalerzdsithock ausreichend induziert werden
konnte. AuRerdem erhdhte die Induktion von SpxD® Ekpression der Thioreduktase TrxA
und CIpC (Abbildung 23B).Von TrxA ist bekannt, dass durch Spx positiv reguliert wird
(104) und kurzlich wurde gezeigt, dass auchalsROperon (eingeschlossetpP undclpC)
von Spx induziert werden kénnen (105).

Die Western Blot Analyse von DnaK und HtpG in Alolihg 23C diente als Kontrolle, ob die
zusatzliche Expression von SpxDD Auswirkungen ad Bxpressionsverhalten der anderen
Chaperone hat. Dies konnte jedoch, da kein Untexdchu den nicht-induzierten Zellen
festgestellt wurde, ausgeschlossen werden. Zud@tzlurde mittels eines Antkdrpers gegen
MDH bei 53 °C ein geringeres Aggregationslevel ésehkitzelabilen Proteins nach Induktion
von SpxDD bestatigt. In Ubereinstimmung mit der aubeschriebenen Uberlebensrate
entstanden nach der Gabe des Praschocks jedochr inmtie weniger Aggregate bei 53 °C
als durch die Induktion von SpxDD (Abbildung 23A).
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Abbildung 23: Der Einfluss der Uberexpression einedegradationsresistenten Spx-Variante (SpxDD) auf
die Entstehung von Aggregaten unter Hitzestressbedgungen B. subtilis. A) Der B. subtilis Stamm
BNM810, in dem die Produktion von SpxDD durch einEi G-induzierbaren Promotor kontrolliert wirdi{(P
spxDD (104), wurde bei 37 °C angezogen. In der frihgpoaentiellen Phase wurde die Expression von
SpxDD durch die Zugabe von 0,1 mM IPTG induzieig dellen wurden fir weiter 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert und anschlieBend entsprechend dem besehren Thermotoleranzprotokoll behandelt. Hiernach
wurde die Aggregatfraktion (P) hergestellt und imr§leich zu der Aggregatfraktion von Wildtypzellevelche
auch unter Thermotoleranzbedingungen angezogen ewurdnittels SDS—-PAGE analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der losliche Uberstand (8NJl die Aggregatfraktion (P) wurden von dem Stamm
BNM810, indem die Expression von SpxDD induziei¢lie A)) und der fiir 0 und 30 Minuten 53 °C austgse
wurde, mit dem CE, SN und P diesen Stammes, d&ébwesenheit von IPTG angezogen wurde, mittels SDS—
PAGE unter Verwendung von Coomassie-Farbung undtéffesBlot Analyse mit den hier angezeigten
Antikérpern verglichen. C) Die Expression von SpxDirde in dem Stamm BNM810 mit 0,1 mM IPTG
induziert (siehe A)), wobei der GesamtzellextraBE), der Iosliche Uberstand (SN) und die Aggregétion

(P) hergestellt wurden, nachdem die Zellen fir ®,ubd 30 Minuten 53 °C ausgesetzt wurden. Die Rrobe
wurden anhand SDS-PAGE, mittels Coomassie-Farbumdy Western Blot Analyse mit den angezeigten
Antikérpern untersucht, wobei jeweils 100 ng dessgrechenden Proteins als Positivkontrolle (copdeh
wurde. Als Kontrolle diente der Stamm, der in Abemseit von IPTG angezogen wurde. D) BewsubtilisPy-
spxDD Stamm mit einemdhGFP Fusion (BSR16) wurde nach der in C) beschniebd’rozedur angezogen
und behandelt. AnschlieBend wurden Proben im PRasgmast (PC) und Fluoreszenzmikroskop unter
Benutzung des GFP-Filters (MDH-GFP) analysiert.

Kirzlich konnte das Adapterprotein YjbH, das diegBelation von Spx durch ClpXP
beschleunigt, identifiziert werden (101, 191). £ell denen YjbH fehlt, weisen daher im
Vergleich zum Wildtyp eine erhéhte Menge an Spx dadhit auch TrxA auf, ohne dass sie
einem zusatzlichen oxidativen- oder Hitzestresgesetzt werden (191) (Abbildung 24A).
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dggsH-defiziente Zellen bei 53°C besser Uberleben als
der Wildtyp (eingereichtes Manuskript). Tragt elieerproduktion von Spx tatséachlich dazu
bei Proteinaggregation unter Hitzestressbedingungemingern zu koénnen, sollte eine
Deletion vonyjbH zu denselben Ergebnissen fuhren, welche durch pi®B Expression
beobachtet werden konnten (Abbildung 23). DaherdenirAggregate vogjbH-defizienten

Zellen, die unter Thermotoleranzbedingungen waclystassen wurden, prapariert und mit
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den unldslichen Fraktionen von Wildtyp Zellen, dienselben Bedingungen ausgesetzt
wurden, verglichen (Abbildung 24A). Dabei konnteifigiert werden, dass Zellen, die YjbH
nicht exprimieren kénnen, deutlich weniger Aggregasach dem letalen Hitzeschock (37/53
°C) entwickeln. Auch die Western Blot Analyse (Alblbing 24B) bestétigte dies, da sich
MDH trotz des letalen Hitzeschocks nicht in der Pagatfraktion befand. Das
Expressionsmuster anderer Komponenten des Pro#ditigskontrollsystems wurde von der
yjbH Deletion im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 6A) c¢hit verandert (exemplarisch
verdeutlicht durch Western Blot Analysen von Dnait ClpP).
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Abbildung 24: Der Einfluss der yjbH Mutation auf die Entstehung und Bildung von Aggregten unter
Thermotoleranzbedingungen inB. subtilis. A) Der Gesamtzellextrakt und die Aggregatfrakti®) gvurde von
der B. subtilis yjoHMutante BNM855, die nach dem beschriebenen Theleratazprotokoll aufgezogen und
behandelt wurde, hergestellt und im Vergleich zurmes#@ntzellextrakt und der Aggregatfraktion von
Wildtypzellen, welche die gleiche Behandlung eréahhaben, mittels SDS-PAGE unter Verwendung von
Coomassie-Farbung und Western Blot Analyse mit demgezeigten Antikdrpern analysiert. B) Der
Gesamtzellextrakt (CE), der I6sliche Uberstand (8N) die Aggregatfraktion (P) wurden von dirsubtilis
yjbH Mutante BNM855, die nach dem beschriebenen Thedematazprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels nGassie-Farbung und Western Blot Analyse mit den
angezeigten Antikdrpern untersucht, wobei jewe@® hg des entsprechenden Proteins als PositivktEn{om)
geladen wurde.

Beide Experimente lassen vermuten, dass eine geringhte Menge von Spx, entweder
hervorgerufen durch artifizielle Induktion oder dareine erniedrigte Degradationsrate
desselbigen Transkriptionsfaktors, Proteinaggregatiunter Hitzeschockbedingungen
vermindern kann.

Jedoch reichte die erhbhte Menge von Spx nicht tansdas Aggregationslevel auf das
Niveau der Wildtyp-Zellen, die zusatzlich einem 48 Praschock ausgesetzt wurden, zu
senken. Im Rahmen dieser Experimente konnte nistgéstellt werden, ob Spx vor der
Entstehung von Aggregaten schitzt oder die Aggaedidsung durch das
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Proteinqualitatskontrollsystems verstarkt. Aus emesGrunde wurde in einem weiteren
Versuch getestet, ob die Induktion von SpxDD naem detalen Hitzeschock in einer
Erholungsphase die Entstehung von Aggregaten \ahinkann. In diesem Sinn wurdBn
subtilis Zellen, welche das Gen fispxDD im amy Lokus insertiert haben, nach einer
drei3igmindtigen Inkubation bei 53 °C zur Erholubgi 37 °C flr eine weitere Stunde
wachsen gelassen, wobei in einer Hélfte die Exmmresgon SpxDD durch IPTG induziert
wurde und in der anderen nicht. AnschlieBend wudierzZellen lysiert, die Aggregatfraktion
von der I6slichen Fraktion getrennt und mittels SEYSGE aufgetrennt, wobei die Induktion
von SpxDD mittels einer Western Blot Analyse unferwendung eines Antikdrpers gegen
Spx nachgewiesen wurde (Abb 25A). Zudem wurde di®samm, der zusatzlich in der Lage
ist MDH in einer Fusion mit GFP zu exprimieren, selven Bedingungen ausgesetzt und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abbildung 25B)n vor dem letalen Hitzeschock
gegebener funfzehnminitiger Praschock bei 48 °Cnetwendig, da ohne diesen die Zellen
aufgrund des Stresses vermutlich die Proteinsyatbesstellten und trotz IPTG-Zugabe nicht
in der Lage waren, SpxDD zu exprimieren (nicht ¢ggze Jedoch konnte durch die
Anwendung beider Methoden kein Unterschied zum trmguzierten Stamm in der
Aggregatmenge beobachtet werden, was darauf sehlié®sst, dass die Induktion von
SpxDD in der Erholungsphase keine Einfluss auf Beseitigung der Aggregate, die in

beiden Fallen deutlich wahrgenommen werden kartte.ha
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Abbildung 25: Der Einfluss der Uberexpression von @xDD auf die Entstehung von Aggregaten nach dem
letalen Hitzeschock und einer Erholungsphase iB. subtilis. A) Der B. subtilisP4y-spxDD Stamm BNM810
wurde bei 37 °C angezogen, wobei eine Probe infiddren exponentiellen Phase genommen wurde (1).
Hiernach wurden die Zellen fur 15 Minuten 48 °C itad30 Minuten 53 °C ausgesetzt (2). AnschlieRendde

in einem Teil der Zellen die Expression von SpxDD @ mM IPTG vor der dreif3ig (4)- und sechzigntigén

(6) Erholungsphase bei 37 °C induziert, wobei aeleae Teil fir 30 (3) und 60 Minuten (5) in Abwekeit von
IPTG wachsen gelassen wurde. Der Gesamtzellex{@@kj und die Aggregatfraktion (P) wurde von diesen
Proben hergestellt, die und daraufhin mittels SDSsP unter Verwendung von Coomassie-Farbung und
Western Blot Analyse mit dem Antikdrper gegen Spalgsiert. B) DeB. subtilis168 Ry-spxDD Stamm mit
einermdh-GFP Fusion (BSR16) wurde nach der in A) beschriebéProzedur angezogen und behandelt. Proben
wurden jedoch nur nach der sechzigminitigen Ertgdphase und nicht noch zusatzlich nach 30 Minuten
genommen und im Durchlicht (TL) und Fluoreszenzskop unter Benutzung des GFP-Filters (MDH-GFP)
analysiert. Reprasentative Bilder wurden ausgewahit

3.1.6 Die Induktion von Spx verhindert Proteinoxidation unter Hitzestress

Oxidative Modifikationen von Proteinen veranderre dbeitenketten von Aminosauren
kénnen, wobei die Seitenketten von Prolin, Argirigsin und Threonin in Proteinen unter
Einfuhrung von Keton- oder Aldehydgruppen carbaayliwerden konnen (175). Die
Anwesenheit dieser Carbonylgruppen kann als MaflderProteinoxidation benutzt und
mittels sensitiver immunchemischer Methoden nacliggem werden (280).

Werden wahrend eines Hitzeschocks entfaltete Pwtitsachlich durch freie Radikale oder
reaktive Sauerstoffspezies modifiziert, sollten KdB1sequenz unter Hitzestressbedingungen
vermehrt Carbonylgruppen an Proteinen nachweisdiar ¥m dies zu testen wurde auf eine

Methode zurlckgegriffen, in der die Carbonylgrup@enden Proteinseitenketten mit 2,4-
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Dinitrophenylhydrazin  zu  2,4-Dinitrophenylhydrazonderivatisiert wurden. Diese
derivatisierten Proteinproben wurden anschliel3enteruVerwendung einer SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels eines spezifischen Antikésgkonnten Carbonylgruppen im Western
Blot sichtbar gemacht werden. Mostertz und Heckemiken mit dieser Methode erfolgreich
in B. subtiliszeigen, dass das Level an Proteincarbonylieruh Wéasserstoffperoxidstress
stark erhoht war (281).

Abbildung 26A zeigt einen solchen Oxy Blot d&ssubtilisWildtyps, der den beschriebenen
Thermotoleranzbedingungen ausgesetzt wurde. NaaRBigminutiger Inkubation bei 53 °C
konnte eine deutliche Zunahme der Proteine, diedemt Antikdrper gegen Carbonylgruppen
detektiert wurden, im Gesamtzellextrakt beobachtetden. Wurden die Zellen einem
zusatzlichen Praschock bei 48 °C ausgesetzt, komtese Zunahme nicht mehr
wahrgenommen werden und es befanden sich deutlefiger carbonylierte Proteine im
Gesamtzellextrakt. Die l6sliche Fraktion wies mmduohne Praschock nach 30 Minuten 53
°C eine geringere Menge an carbonylierten Proteiaeih Dieses Verschwinden ist
maglicherweise mit der Aggregation dieser oxidierRroteine zu erklaren, wobei auch eine
in der Tat erhéhte Menge an carbonylierten Proteimech dem letalen Hitzeschock in der
unloslichen Fraktion zu finden war. Insgesamt deulieses Ergebnis auf eine erhdhte
Proteincarbonylierung und damit oxidative Schadgyder Proteine nach einem Hitzeschock
bei 53 °C hin. Zusatzlich schienen diese oxidiefeateine zur Aggregation zu neigen, da
carbonylierte Proteine nach dem Hitzeschock ausodéchen Fraktion verschwinden, um in
der unl6slichen wieder aufzutauchen. SowohdlpX-, als auch irclpP-defizienten Zellen, ist
die Menge an Spx erhoht und nach dem letalen Hitwek bei 53 °C aggregierten deutlich
weniger zytosolische Proteine (Abbildung 18, 19} dieser Umstand auf die durch Spx
ausgeloste erhéhte Expression von redoxspezifisEhepmen zurtckzufihren, sollten in den
Zellen dieser Mutanten weniger carbonylierte Pregeiachweisbar sein. Betrachtet man nun
Abbildung 26 E und F zeigte sich im Gesamtzellétttand in der unléslichen Fraktion nach
der Inkubation bei 53 °C eine geringere Proteinmayberung in den Mutanten im Vergleich
zum Wildtyp. Jedoch sollte bedacht werden, dassudiésliche Fraktion der Mutanten
aufgrund verringerter Aggregation auch insgesamnigex Proteine enthielt. Das im
Vergleich zum Wildtyp erhthte Level an detektier@arbonylierung in den ungestressten
Zellen derclpx und derclpP Mutante weist daraufhin, dass sowohl ClpX, alshaQtpP unter
normalen Bedingungen an der Degradation von oxidgschadigten Proteinen, die aufgrund
der aeroben Atmung entstehen kdnnen beteiligt sind.

In spxdefizienten Zellen konnte nach dem letalen Hithesk und trotz Gabe des Praschocks
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eine erhohte Aggregatbildung im Vergleich zum Wjfdfestgestellt werden (Abbildung 20).
Somit wurden die Auswirkungen dieser Deletion aef roteincarbonylierung unter diesen
Bedingungen getestet. Wie erwartet, wies die Metaatwohl nach dem Praschock als auch
nach Praschock und dreiBigmindtiger Inkubation38i°C eine im Vergleich zum Wildtyp
erhohte Menge an carbonylierten Proteinen auf (lbbg 26G). Dementsprechend sollte
nach Induktion von SpxDD, der Spx-Variante, diehhimehr durch ClpXP degradiert werden
kann, weniger Proteincarbonylierung nachweisban.s¥lergleicht man die Menge der
Carbonylierung in den nicht-induzierten Zellen, rdé#nen, in denen die Expression von
SpxDD durch 0,1 mM IPTG induziert wurde, ist dids® den letzteren deutlich erniedrigt
und bestétigt damit die Erwartungen (Abbildung 26H)

Des Weiteren konnte eine zusatzliche Deletion spoxden positiven Effekt, den ClpX und
ClpP auf die Proteincarbonylierung aufwiesen, doéme so dass sich das
Carbonylierungslevel in den Doppelmutanten im Veidi zur Einzelmutante unter
Thermotoleranzbedingungen auffallig erhdhte (Ablmilgl 261, J).

Als Kontrolle wurde der Grad der Proteincarbonylieg zusatzlich in declpC- und der
hrcA-Mutante bestimmt, da beide Proteine keinen Eisflasf die Spx-Expression nehmen
und somit keine Rolle bei der oxidativen Stressantvspielen sollten. ClpC-defiziente
Zellen, die im Vergleich zum Wildtyp unter Hitzestsbedingungen keine vermehrte
Aggregation zeigten, wiesen unter allen getestetBedingungen eine erhohte
Proteincarbonylierung auf (Abbildung 26B). Somihemt ClpC sowohl unter Nicht-Stress-
Bedingungen, als auch unter Hitzestress an deritBpsey oxidativ geschadigter Proteine
beteiligt zu sein. Eine Deletion vohrcA fuhrt, wie schon erwahnt zu einer erhéhten
Expression von DnaK und GroEL, wobei sich das rdeah letalen Hitzeschock bei 53 °C im
Vergleich zum Wildtyp positiv auf das Aggregatianstl auswirkte (Abbildung 16). Jedoch
konnte im Vergleich zum Wildtyp kein Unterschied @nad der Proteincarbonylierung unter
Thermotoleranzbedingungen festgestellt werden. @esauch zu erwarten, da die geringere
Aggregatmenge hauptsachlich auf die Uberexpressiom DnaK und GroEL in dieser
Mutante zurlckgefihrt werden kann.

Zusammenfassend kénnen die Aussagen getroffen medass Hitzestress moglicherweise
zu einer erhohten Proteinoxidation fuhrt, die dudad Induktion von Spx jedoch verhindert

werden kann.
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Abbildung 26: Die Entstehung von Proteincarbonylieung unter Hitzestressbedingungen imB. subtilis
Wildtyp und verschiedenen Mutanten.A) Der Gesamtzellextrakt (CE), der l6sliche UbengtgSN) und die
Aggregatfraktion (P) wurden vorB. subtilis Wildtyp Zellen, die sowohl mit als auch ohne den
funfzehnminitigen 48 °C Praschock fir 0 und 30 N&nu 53 °C ausgesetzt wurden, hergestellt.
Proteincarbonylgruppen an den Proteinseitenkettemrdeynn mit 2,4- Dinitrophenylhydrazin zu 2,4-
Dinitrophenylhydrazon (DNP-Hydrazon) derivatisidbiese derivatisierten Proteinproben wurden ansBkind
unter Verwendung einer SDS-PAGE aufgetrennt und Ghebonylgruppen wurden mittels eines fiir DNP-
Gruppen spezifischen Antikdrpera-DNP) in der Western Blot Analyse sichtbar gema&)t-C) Die Zellen
und die hergestellten Proteinproben d@C- (BNM105) (B) und dehrcA Mutante (BAH42) (C), die nach der
in A) beschriebenen Prozedur behandelt wurden, evurdittels Western Blot Analyse unter Verwenduntesi
fur DNP-Gruppen spezifischen Antikdrpers-DNP) mit den Proteinproben des Wildtyp Stammes, rthch
dem gleichen Protokoll behandelt wurden, verglich@)+E) Der Gesamtzellextrakt (CE), der losliche
Uberstand (SN) und die Aggregatfraktion (P) wurdem derclpX- (BNM107) (D) und derclpP Mutante
(BNM103) (E), die fur 0 und 30 Minuten 53 °C ausgieswurden, hergestellt. Diese Proteinproben wundie
unter A) beschrieben, behandelt und anhand deraneBiot Analyse unter Verwendung eines Antkorpdes,
spezifisch fur DNP-Gruppen ist, auf Proteincarbgnybpen mit denen des gleich behandelten Wildtyp
Stammes verglichen. F) Der Gesamtzellextrakt (@E),l6sliche Uberstand (SN) und die Aggregatfrakiig)
wurden von despxMutante (BNM111), die einem finfzehnminitigen 48 Praschock und anschlieBend fir O
und 30 Minuten 53 °C ausgesetzt wurde, hergesi@iéise Proteinproben wurden wie unter A) beschriebe
behandelt und anhand der Western Blot Analyse weewendung eines Antkérpers, der spezifisch furFBN
Gruppen ist ¢-DNP), auf Proteincarbonylgruppen mit denen dedclylebehandelten Wildtyp Stammes
verglichen. G) DerB. subtilis Pyy-spxDD Stamm BNM810 wurde bei 37 °C angezogen. In dehdni
exponentiellen Phase wurde die Expression von SpxiDizh die Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert, die
Zellen wurden fur weiter 30 Minuten bei 37 °C inkefb und anschlieBend fur O und 30 Minuten 53 °C
ausgesetzt. Der Gesamtzellextrakt (CE), der loslitherstand (SN) und die Aggregatfraktion (P) warde
hergestellt und wie unter A) beschrieben, behand#tirnach wurden sie anhand der Western Blot Asaaly
unter Verwendung eines Antkorpers, der spezifiselDINP-Gruppen isto-DNP), auf Proteincarbonylgruppen
mit denen des gleich behandelten Stammes, in dennduktion der Expression von SpxDD jedoch aubblie
verglichen. H)+I) Die Zellen und die hergestellferoteinproben deelpX spx-(BSR109) (H) und declpP spx
Doppelmutante (BSR110) (I), die nach der in A) beibenen Prozedur behandelt wurden, wurden mittels
Western Blot Analyse unter Verwendung eines fir BBHappen spezifischen Antikérpera-DNP) mit den
Proteinproben declpX (BNM107) beziehungsweise detpP Mutante (BNM103), die nach dem gleichen
Protokoll behandelt wurden, verglichen.
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Spx ist als Regulator der thiolspezifischen, oxigat Stressantwort in der Lage, die Zelle vor
Thiolstress zu schitzen. Zusétzlich fihrte nach lilen gezeigten Ergebnissen eine erhdhte
Menge an Spx unter Hitzestressbedingungen zu earangerten Oxidation und Aggregation
von cytosolischen Proteinen. Dies vermittelt dendgiick, dass nicht nur unter oxidativem
Stress, sondern auch unter Hitzestressbedingunigemhiblhomdostase und die Kontrolle
des Oxidationsstatus von cytosolischen ProteineangroRer Bedeutung fiir das Uberleben
und die Verhinderung von Proteinaggregation istdiesem Sinne ware es moglich, dass
thiolspezifische Proteine, die durch Spx induzregtden, direkt das Gleichgewicht zwischen
gefalteten, fehlgefalteten und aggregierten Preteinm Cytosol unter Hitzestress

beeinflussen kdonnten.

3.1.7 TrxAistin der Lage zelluldre Proteinaggreqgation zi verhindern

Ein System, das unter der Kontrolle von Spx stelut @ine Rolle bei der Aufrechterhaltung
des intrazellularen Redoxstatus und bei der Abwehroxidativen Stress spielt, besteht aus
dem Thioredoxin TrxA und der NADPH-abhangigen Thawxin Reduktase TrxB (103,
105). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass Expressin TrxA durch eine Vielzahl von
Stressbedingungen, unter anderem auch durch Hitsgelost wird (199). Daher wurde in
diesem Kontext der Einfluss von TrxA auf die Thetadranz im Hinblick auf
Proteinaggregation naher untersucht. Auch im Rahwieser Arbeit konnte festgestellt
werden, dass die Expression von TrxA in Abhangigken Hitze induziert wird. Zellen, die
vor dem letalen Hitzeschock einem Praschock bei°@8ausgesetzt waren, wiesen ein
erhohtes TrxA Level auf (Abbildung 6A, Abbildung &) Wie schon erwahnt, folgte der
SpxDD-Induktion eine vermehrte Expression von TixAd auchyjbH-defiziente Zellen, die
durch die Deletion mehr Spx enthielten, wiesengsgenuber dem Wildtyp erhdohtes TrxA-
Level auf. Zusatzlich konnten weniger Proteinaggtegn Zellen mit einem erhéhten Spx-
bzw. SpxDD- und TrxA-Level detektiert werden (Althing 23B, 24A). Da TrxA irB.
subtilis essentiell zu sein scheint (199) und sich dahee &eletion von TrxA schwierig
gestalten wirde, wurde fur folgende Experimentegenen der Einfluss von TrxA auf die
zellulare Proteinaggregation untersucht werdertesdBebrauch von einem Stamm gemacht,
in dem sich das Gen fir TrxA unter Kontrolle ein®3 G-abhangigen $3ac Promotors
befindet (199-201). Somit wird in diesem Stamm Hegel an TrxA durch die Menge an
zugegebenem IPTG kontrolliert. Eine Induktion mit AM IPTG erlaubte dem Stamm ein
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normales Wachstum und die Entstehung von Suppressanten, die dem Stamm eine
Expression von TrxA ohne die Zugabe von IPTG ermtigh, wurde verhindert. Jedoch
bewegten sich die TrxA Level unter der Detektioesge der Western Blot Analyse
(Abbildung 27B). Wurde der Stamm hingegen mit 500 I TG induziert konnte gegeniber
dem Wildtyp eine etwas erhohte Menge an TrxA bebteaverden. Abbildung 27 C und D
machen deutlich, dass eine erhdhte Menge an Tnch eimem letalen Hitzeschock dazu
beitragen konnte, zellulare Proteinaggregation emlnimdern, da nach Induktion mit 500 pM
IPTG deutlich weniger Aggregate oder MDH-GFP bilder-oci im Vergleich zu den Zellen
mit einer erniedrigten TrxA-Menge (10 puM IPTG) nader Inkubation bei 53 °C

nachweisbar waren.
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Abbildung 27: Der Einfluss des Spx-regulierten Thicedoxins TrxA auf die Entstehung von Aggregaten
unter Hitzestressbedingungen inB. subtilis. A) Das Level von TrxA im Gesamtzellextrakts (CE)sde.
subtilis Wildtyp Stammes, der nach dem beschriebenen Thelenahzprotokoll aufgezogen und behandelt
wurde, wurde mittels Western Blot Analyse bestimBjt.Das Gesamtzellextrakts (CE) d@ssubtilisWildtyp
Stammes und deB. subtilisStammes BSR97, in dem die Expression von TrxAlddien induzierbarenspac
Promotor kontrolliert wird ¢rxA) (199) und der in Anwesenheit von 10 uM und 500 [IMG angezogen
wurde, wurde hergestellt, nachdem diese StammeOfii5 und 30 Minuten 53 °C ausgesetzt wurden.
AnschlieBend wurde von diesen Gesamtzellextraktes ldevel von TrxA mittels Western Blot Analyse
bestimmt. C) Der Gesamtzellextrakt (CE), der ldsdidJberstand (SN) und die Aggregatfraktion (P) Bes
subtilis ItrxA Stammes BSR97, der in der Anwesenheit von 500 RMGI angezogen und fir 0 und 30 Minuten
53 °C ausgesetzt wurde, wurden mit den CE, SN uddsPgleichen Stammes, der in Anwesenheit von 10 uM
IPTG angezogen wurde, anhand SDS-PAGE, mittels @esig-Farbung und Western Blot Analyse unter
Verwendung eines Antikdrpers gegen TrxA verglichBy.Der B. subtilis ItrxA Stamm mit einemdhGFP
Fusion (BSR18) wurde in 10 und 500 uM IPTG angempg®bei das Level von TrxA mittels Western Blot
Analyse bestimmt wurde und einer Temperatur voAG&ir 15 und 30 Minuten ausgesetzt. Proben, dieund
15 beziehungsweise 30 Minuten nach dem 53 °C Hitmak genommen wurden, wurden im Durchlicht (TL)
und fluoreszenzmikroskopisch unter Verwendung deB-Gilters (MDH-GFP) analysiert. Reprasentativel&il
wurden ausgewabhlt.

3.1.8 Anaerobes Wachstum schiitzB. subtilis Zellen vor Hitze-induzierter
Aggregation

Die beobachteten Effekte von Spx oder TrxA lasseantlell darauf schlieRen, dass
Hitzestress zu einer Oxidierung von Proteinen fludid daraufhin aggregieren. Daher stellte
sich die Frage, ob Hitzestress in Zellen, die uateaeroben Bedingungen, also ohne Zufuhr
von, eigentlich fur Oxidierungen bendtigtem Sawdfsivachsen auch zu Proteinaggregation
fuhrt. B. subtiliskann als fakultativ aerobes Bakterium auch untereeoben Bedingungen

wachsen (282). Wahrend im Falle der Nitratatmungralials Elektronenakzeptor anstatt
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Sauerstoff benutzt wird, findet die FermentationAlowesenheit eines Elektronenakzeptors
statt. Energie wird im Prozess der FermentationclduSubstratkettenphosphorylierung
generiert, wobei Pyruvat dazu benutzt wird, NADH fgaund fehlender
Elektronentransportkette zu reoxidieren, so dassalykolyse weiterlaufen kani. subtilis
bendtigt zum fermentativen Wachstum sowohl Glukats auch Pyruvat. Im Rahmen
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dassubtilis Zellen einen plétzlichen
Hitzeschock in der Abwesenheit von Sauerstoff beidiserlebten (eingereichtes Manuskipt
Abbildung 28 A, B zeigt, dass die Zellen, die urdeaeroben Bedingungen wuchsen, wobei
die Methode der Fermentation oder der Nitratatmlamen Unterschied erbrachte, eine
deutlich geringere Proteinaggregation nach dem 53¢kock aufwiesen als die Zellen, die
den gleichen Bedingungen ausgesetzt waren, abay aachsen konnten. Wurden die Zellen
einem zusatzlichen Praschock bei 48 °C ausgeseddtjzierte sich das Aggregatlevel
zusatzlich. AuRerdem wurde das ExpressionsmusteMIBH und ausgwahlten Chaperonen
und Proteasen, sowie TrxA und Spx mittels Westelot Binalyse untersucht, um das
Thermotoleranzverhalten unter anaeroben Bedingungenauer zu charakterisieren
(Abbildung 28C, D) und um es mit dem unter aeroBexdingungen zu vergleichen (Abb
6A). Dabei wirkte sich Fermentation nicht untersciich zur Nitratatmung aus. MDH wies,
zusammen mit den anderen Chaperonen und Protesmederitlich geringere Lokalisation
mit der unléslichen Fraktion nach dem 53 °C Hithes& auf, was auf ein ingesamt
niedrigeres Aggregatlevel zuriickzufuhren ist. ClpXd Spx erweckten den Anschein ein
geringeres Expressionslevel als der aerob gewaehéélityp aufzuweisen. Daher wurde
eine weitere Western Blot Analyse durchgefuhrtder das Expressionslevel ausgesuchter
Proteine unter Thermotoleranzbedingungen der Zelldie anaeroben Bedingungen
ausgesetzt waren direkt mit denen, die zur Atmuefatbgt waren, verglichen wurde
(Abbildung 28E). Es konnte in der Tat eine geriegélenge an ClpX und eine etwas
geringere Menge an ClpP unter anaeroben Bedingudgésktiert werden, wahrend das
Expressionslevel von DnaK eher keinen Unterschiach zaerob gewachsenen Stamm
aufzeigte. Von Spx wurde nur sehr wenig produzievgren die Zellen anaeroben
Bedingungen ausgesetzt. Jedoch konnte seine Expressch deutlich durch Hitze induziert
werden, was nur zu einem sehr geringen Ausmal? fémchrxA beobachtet werden konnte.
Daher konnte vermutet werden, dass die hitzeveeitattnduktion von Spx unabhé&ngig von
der Anwesenheit von Sauerstoff ist. Die Fahigkeih Bpx dadrxA Gen hochzuregulieren,
die von der Bildung einer intramolekularen Disutiiticke unter oxidativen Bedingungen
abhéangt (184, 193, 194), kénnte hier, in der Abwhke# von Sauerstoff blockiert sein.
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Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass genemljeveé’roteine nach einem Hitzeschock
aggregieren, wenn den Zellen kein Sauerstoff férAdmung zur Verfiigung steht.
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Abbildung 28: Der Einfluss des anaeroben Wachstumsuf die Entstehung von Aggregaten unter
Thermotoleranzbedingungen inB. subtilis. A) Die Aggregatfraktion (P) vomB. subtilisWildtyp Zellen, die
anaerob durch Fermentation in Anwesenheit von Glekand Pyruvat unter Thermotoleranzbedingungen
angezogen wurde, wurde mit der Aggregatfraktion Vitdtyp Zellen verglichen, die anaerob den gleithe
Thermotoleranzbedingungen ausgesetzt wurden. BieSA, jedoch diente den Zellen hier Nitrat wahreied
anaeroben Wachstums als Elektronenakzeptor (Nitnatag) C)+D) Der Gesamtzellextrakt (CE), der |dstic
Uberstand (SN) und die Aggregatfraktion (P) wurden B. subtilisWildtypzellen, die ohne Sauerstoffzufuhr
mittels Fermentation (C) oder Nitratatmung (D) amagen wurden und, die nach dem beschriebenen
Thermotoleranzprotokoll aufgezogen und behandeltdem hergestellt und anhand SDS-PAGE, mittels
Coomassie-Farbung und Western Blot Analyse mitategezeigten Antikérpern untersucht, wobei jewe@l® 1
ng des entsprechenden Proteins als Positivkontfotg geladen wurde. E) Das. subtilis Wildtyp Stamm
wurde aerob oder anaerob mittels Fermentation dlgatatmung angezogen. Das Gesamtzellextrakt (CE)
wurde von diesen Zellen hergestellt, nachdem sierei53 °C Hitzeschock fir 0 und 30 Minuten ausgéset
wurden und eine Western Blot Analyse mit den anigéze Proteinen durchgefihrt.
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3.2Die Rolle des Chaperons HtpG und seine Bedeutungrfdie Evolution

in Prokaryoten

In dem zweiten Teil dieser Arbeit wird prokaryohes HtpG, das Homolog zu Hsp90 naher
untersucht. HtpG und Hsp90 sind zwar in ihrer dneehsionalen Struktur hochkonserviert

(128, 129), jedoch scheint HtpG im Gegensatz zuaswkischen Hsp90 weder unter

normalen Bedingungen noch unter Stress esseritietldfs Uberleben der bakteriellen Zelle
zu sein (123). Auch insgesamt ist seine FunktioBakterien noch nicht eindeutig geklart,

wobei fir Hsp90 gezeigt werden konnte, dass esmaeer Rolle als Chaperon und

wichtiger Zellregulator einen bedeutenden EinflasEdie Evolution von Eukaryoten hat (8),

indem es in der Lage ist als genetischer Puffeagiaren (134). In diesem Zusammenhang
sollte die Bedeutung von HtpG, auch im Hinblick débglichkeit, dass es eine Rolle bei

evolutionaren Prozessen spielen kann, fur die bakeeZelle genau studiert werden.

3.2.1 Biochemische Charakterisierung von HtpG au$3. subtilis

Prokaryotisches HtpG aus. coli besitzt wie auch eukaryotisches Hsp90 eine N-taahai
ATPase-Domane mit einer sehr schwachen ATPase-ifkti{128, 129) und beide liegen
zumeist als Dimer in der Zelle vor (283, 284). Daadlte auch fur HtpG auB. subtilis

bestatigt werden.

3.2.1.1 Bestimmung des Oligomerisierungszustandes von Htp@ittels analytischer
Gelfiltration

Um den Oligomerisierungszustand von HtpG sowohl wabs auch nach ATP-Zugabe zu
untersuchen, wurde ein Gelfiltrationsexperiment ctgefiihrt. Dies geschah mit
Unterstitzung von Pia Ehrentraut im Rahmen ihrest®taThesis. Hierzu wurde zunachst das
Laufverhalten von Eichproteinen mit bekannter Grabstellt, um eine Kalibrierung zu
ermdoglichen (siehe Tabelle 15). AnschlieBend wudds Elutionsvolumen von HtpG
bestimmt (Abbildung 29), um anhand der Kalibrierud@s Molekulargewicht von HtpG
berechnen zu kénnen (Tabelle 15). Als Monomer hgiGHein Molekulargewicht von 72
kDA und es eluierte in Abwesenheit von ATP nact224nl. Die Zugabe von 0,5 mM ATP
hatte keinen Einfluss auf das Elutionsverhalten ##ipG und es eluierte nach 14,11 ml.
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Daraus berechnet sich ein ungefahres Molekularddgwion 350 bis 400 kDA, was einem
hochmolekularen Komplex aus vier bis funf HtpG-Mdlken entspricht. Die Identitat von
HtpG konnte mittels eines Western Blot Analyse uierwendung eines Antikdrpers gegen
HtpG bestatigt werden (Abbildung 29). Der zweitealP&kann nicht gebundenem ATP
zugeordnet werden, das auch bei 220 nm absorbiert.

Auschlussprotein Peak [ml] Grol3e [kDa|
Blue Dextran 7,44

Eichproteine

Ferritin 14,55 440
BSA 16,58 66
Aldolase 16,01 158
Rnase A 18,98 13,7
Thyroglobulin 12,49 670
Katalase 15,59 232
Ovalbumin 17,16 43
Chymotrypsinogen 18,34 25
HtpG

HtpG minus ATP 14,22 364,7
HtpG plus ATP 14,11 391,6

Tabelle 15: Kalibrierung der Superose 6 und Berechung des Molekulargewichts von HtpG. Das
Elutionsverhalten (Peak [ml]) und das Molekularggwi (GroRe [kDa]) des Ausschlussproteins und der
Eichproteine sind angezeigt. Aus dem Elutionsvéehnalkonnte im Zuge der Kalibrierung auf das
Molekulargewicht von HtpG geschlossen werden.
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Abbildung 29: Analytische Gelfiltration von HtpG. Die analytische Gelfiltration wurde von 10 uM
gereinigtem HtpG, das mit 5uM ATP vorinkubiert weydn Anwesenheit von 0,5 mM ATP im Laufpuffer
durchgefiihrt (blaue Kurve). Die rote Kurve repragehdas Elutionsprofil von 10 uM HtpG in Abweseith
von ATP. Die Elution der HtpG Proteine wurde beiegiWellenlange von 220 nm bestimmt, wobei die fidin
des ersten Peaks mittels Western Blot Analyse witgwendung eines Antikdrpers gegen HtpG analysiert
wurde. Der zweite Peak entsprach eluiertem, niebhtigdenen ATP.

3.2.1.2 Charakterisierung der ATPase-Aktivitat von HtpG

Um die ATPase-Aktivitat von HtpG auB. subtilis zu bestimmen, wurde ein Enzym-
gekoppelter ATPase Assay eingesetzt (285). Diesmuhib auf der ADP-abhéngige
Umwandlung von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat duliehPyruvatkinase, welches durch
die Lactatdehydrogenase NADH-abhangig zu Lactat eseigt wird. Das ADP aus dem
ersten Schritt wird durch die ATPase bereitgest8limit kann der Verbrauch von NADH in
ATPase-Aktivitat umgerechnet werden. Ein Vorteil diesem Assay ist, dass entstehendes
ADP sich nicht ansammeln kann, sondern sofort wiedegesetzt wird. Da bekannterweise
HtpG ADP mit einer hoheren Affinitat bindet und dardieses inhibiert wird (286), ist die
Anhaufung von ADP ein Problem, das héaufig bei amdeATPase Assays nicht
ausgeschlossen werden kann. Da HtpG Bugoli und auch eukaryotisches Hsp90 sehr
schwache ATPasen darstellen, wurde dies auch vp® ldusB. subtiliserwartet. Um den
ATP-Umsatz trotzdem sichtbar zu machen, wurderivei@he Mengen an HtpG, namlich 30
UM eingesetzt. Dabei besteht die Mdglichkeit, dasi eines hohen Reinigungsgrades des
Proteins andere ATPasen mitgereinigt wurden, deigeringen enthalten Mengen sind, dass
sie mittels SDS-PAGE nicht visualisiert werden kénnDiese ATPasen wurden bei dieser
eingesetzten Menge an HtpG das Ergebnis verfals¢hendiesem Grund wurde zusatzlich
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die ATPase-Aktivitat von HtpG bestimmt, welches adluden Inhibitor Radicicol gehemmt
wurde. Diese Aktivitat wurde anschlielRend von descduten Aktivitat subtrahiert, wodurch
die alleinige ATPase-Aktivitdt von HtpG bestimmtnden konnte. Abbildung 30 zeigt die
Hydrolyseraten von HtpG in Abhangigkeit von der AKBnzentration, wobei das
Experiment bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurdeetJdiesen Bedingungen konnte die
Enzymkinetik von HtpG durch die Michaelis-Mentemktik mit einem ks von ca. 0,4 mM
und einer maximalen Aktivitdt von ca. 0,7 ATP pranhte und pro HtpG beschrieben
werden, wobei diese Daten durch das Lineweaver-Biggramm gewonnen wurden. Da bei
dieser Methode der Auswertung kleine Fehler in @schwindigkeit v bei kleinen
Substratkonzentrationen grof3e Abweichung hervantufeirden fir die Auswertung nur die
Geschwindigkeiten bei 0,4 mM ATP bis 2 mM ATP heyazogen.

Diese Ergebnisse befanden sich im gleichen Rahregglichen zu den ermittelten ATPase-
Aktivitdten von Hsp90 auS. cerevisaeind HtpG au€. coli (130, 287). Falls HtpG alB.
subtilis auch oligomerisiert, was noch nicht eindeutig geklwerden konnte (siehe
Diskussion), lasst dieses Ergebnis darauf schlieft@ss ATP von jeder ATPase-Doméne im

HtpG-Oligomer unabhangig voneinander gebunden wird.

0,700
0,600 I
0,500
0,400
0,300

0,200
0,100
0,000

-0,100 9

ATP-Umsatz [1/min]

0,5 1 1,5 2 2,5
ATP [mM]

Abbildung 30: Die ATPase-Aktivitat von HtpG. Die ATPase-Aktivitat pro Minute und pro Molekll (&F
Umsatz [1/min]) wurde von 30 UM HtpG als Funkticgr ATP-Konzentration unter Verwendung eines Enzym-
gekoppelten ATPase-Assays besrimmt, wobei von thsplaten ATPase-Aktivitat die Aktiviat von HtpG,
welche durch 25 puM Radicicol, ein Inhibitor von Ktpgehemmt wurde, subtrahiert wurde. Aus drei
unabhéngigen Experimenten wurden der Mittelwert dfrPase-Aktivitdt und die Standardabweichung
bestimmt.
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3.2.2 Charakterisierung der generellen Rolle des ChaperanHtpG fir B. subtilis

Bisherige Versuche die Rolle von prokaryotischepGieindeutig zu bestimmen gestalteten
sich als sehr schwierig. Besonders fur den ModglioismusB. subtilis liegen noch sehr
wenig eindeutige Ergebnisse vor. Die einzigen Enkeisse beschranken sich auf die
Hitzeinduzierbarkeit von HtpG (Abbildung 6A) (123)obei es trotzdem nicht essentiell
unter Hitzestress zu sein scheint (135). Aus dieGeamd wurde versucht die generelle Rolle
von HtpG néher zu bestimmen. In diesem Sinne wulele Einfluss verschiedenditpG
Doppelmutanten auf di8. subtilis Zelle untersucht und mdgliche Interaktionspartwen

HtpG sollten charakterisiert werden.

3.2.2.1 Einfluss verschiedenerntpG Doppelmutanten auf das Wachstumsverhalten
in B. subtilis

Da HtpG, wie schon erwadhnt, B. subtilisnicht essentiell ist (135), wurde seine mdgliche
Funktion untersucht, in dem sein Einfluss auf daacMgtumsverhalten in diesem Bakterium
in Doppelmutanten studiert wurde. Fur die folgend&tachstumsexperimente, die mit
Unterstitzung von Michelle Hussong im Rahmen eioaorarbeit durchgefihrt wurden,
wurde sowohl eirhtpG Deletionsstamm, als auch einer, der eine verémdéariante von
HtpG exprimiert, benutzt und mit Mutanten kombihietie in B. subiliseinen Einfluss auf
die Proteinqualitatskontrolle haben. Diese Variantefolgenden HtpG Trap (P. Ehrentraut,
Master Thesis) genannt, zeichnet sich durch eimezelmen Basenaustausch in der ATPase
Domane von HtpG aus. Dies fihrt zu einem Aminosdustusch an Position 31 von
Glutamat zu Alanin. Das Glutamat an dieser Posisipielt eine Rolle als katalytische Base,
wobei es ein Proton vom Wassermolekil abziehtndasin der Lage ist dasPhosphat von
ATP anzugreifen und somit die Hydrolyse von ATPexmdglichen. Daher ist HtpG Trap
zwar in der Lage ATP zu binden, jedoch nicht zurblyieren. Die Verwendung dieser
Mutante basiert auf der Hypothese, dass mdglichestgate, die mit HtpG unter ATP-
Bindung interagieren und eigentlich wahrend der ridlycde erneut freigesetzt werden, wie es
fur den eukaryotischen ATPase-Zyklus von Hsp90 igéagerden konnte, nun gebunden
oder gefangen bleiben und ihre Funktion ebenfatistrmehr austiben kénnen. Somit ware es
maoglich, dass ein moéglicher Effekt, der durch Htp&ursacht wird, mittels dieser Variante

verstarkt wird.
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Abbildung 31 zeigt die Wachstumskurven dieser Migaim Vergleich zum Wildtyp und zur
htpG Deletionsmutante bei 37 °C und 48 °C, wobei dasiWam bei einer Ofdonm Uber

sechs Stunden verfolgt wurde.
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Abbildung 31: Der Einfluss von HtpG auf das Wachstmsverhalten inB. subtilis. Das Wachstumsverhalten
desB. subtilisWildtyp Stammes, dentpG Deletionsmutante (BSR101) und depG TrapMutante (BSR102)
wurden bei 37 °C (A) und 48 °C (B) Uber einen Zaim von sechs Stunden Uber diesgkhbestimmt. In der
htpG Trap Mutante wurde das Glutamat an Positiorvd8 einem Alanin ersetzt. Dadurch kann diese HtpG
Variante zwar noch ATP binden, jedoch nicht metdrbiysieren.

Dabei wird deutlich, dass beide Stamme bei beidempleraturen keinen Unterschied zum
Wildtyp zeigten. Somit hatte auch die Trap Mutasae/ohl unter normalen Bedingungen, als
auch unter milden Hitzestressbedingungen keinefiussauf das Wachstumsverhalten.

In E. coli konnte gezeigt werden, dass HtpG mit dem Dank-Etwasystem
zusammenarbeiten kann, wobei durch Hitze inaktwi®dodellsubstrate reaktiviert werden
konnten (138). Daher besteht die Moglichkeit, dedpG auch inB. subtilis mit Dnak
kooperiert. Um dies zu testen, wurde das Wachstarhalten dehtpG/dnak- und demtpG-
TrapdnaK Doppelmutante untersucht (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Der Einfluss, den die beiden Chaperom DnaK und HtpG zusammen auf das
Wachstumsverhalten in B. subtilis ausiben. A) Das Wachstumsverhalten d&. subtilis htpG dnaK
Doppelmutante (BSR105), wurde bei 37 °C und 48 3€r iginen Zeitraum von sechs Stunden uber digd}p
bestimmt. Das Wachstum ddntpG (BSR101) unddnaK (BNM118) Einzelmutante wurde als Kontrolle
zusatzlich aufgezeichnet. B) Siehe A), jedoch wudds Wachstum dehtpG Trap dnaK Doppelmutante
(BSR108) betrachtet. Das Wachstum dggG Trap (BSR102) und datnaK (BNM118) Einzelmutante wurde
als Kontrolle zusatzlich aufgezeichnet.

Die Ergebnisse dieses Experimentes zeigen, dasBafipelmutante weder bei 37 °C noch
bei erhdhter Temperatur einen Wachstumsdefekt gdgerden Einzelmutanten aufwies.

Auch die CIpCP Protease spielt eine wichtige Riollder Proteinqualitatskontrolle (5), wobei
sie auch an der Kontrolle vieler regulatorischeszesse (58), unter anderem der Induktion
der Hitzeschockantwort (164), beteiligt ist. Es ktensogar gezeigt werden, dass ClpC in der
Lage ist aggregierte Proteine zu disaggregieren akiy riickzufalten (83). Daher wurde
getestet, ob das Fehlen von HtpG zusammen in dppé&mutante mitlpP undclpC einen
maoglichen Einfluss auf das Wachstumsverhalten di@sdkteriums hat. Dabei zeigte dipP
Mutante alleine als auch in Kombination mit d&pG oder htpG-Trap Mutante keinen
Wachstumsdefekt bei 37 °C (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Der Einfluss, den die Protease ClpP nd das Chaperon HtpG zusammen auf das
Wachstumsverhalten in B. subtilis austben. A) Das Wachstumsverhalten ddé3. subtilis htpG clpP
Doppelmutante (BSR103) wurde bei 37 °C und 48 °€r @nen Zeitraum von sechs Stunden Uber digé
bestimmt. Um eine verlangertag Phase zu vermeiden wurde die Ubernachtkultuchg? Mutante anstatt bei
37 °C bei 23 °C angezogen. Das Wachstumhte@ (BSR101) unctlpP (BNM103) Einzelmutante wurde als
Kontrolle zusatzlich aufgezeichnet. B) Siehe A)ddeh wurde das Wachstum déitpG Trap clpP
Doppelmutante (BSR106) betrachtet. Das Wachstumhtle& Trap (BSR102) und declpP (BNM103)
Einzelmutante wurde als Kontrolle zusatzlich auégelanet.

Bei 48 °C wiesen sowohl di€lpP Mutante, als auch beide Doppelmutanten einen
signifikanten Wachstumsdefekt, im Vergleich zu dgG oderhtpG-Trap Mutante auf. Da
die Doppelmutanten jedoch kein anderes Wachstuinaken im Vergleich zu declpP
Mutante an den Tag legten, beruhte das schlecifashstum der Doppelmutanten auf der
Deletion vonclpP.

Sowohl die clpC Einzelmutante, als auch die Kombinationen aipC und htpG
beziehungsweisktpG Trap beeinflussten das Wachstum bei 48 °C nicbb({illung 34A,B).

Bei 37 °C fuhrte das Fehlen varipC jedoch zu vermindertem Wachstum, wobei die
Doppelmutanten noch einen groReren Wachstumsdefekifwiesen. Da eine
Temperaturerhbhung auf 48 °C einen sehr mildenelddizock fuB. subtilisdarstellt, wurde
der Effekt derclpC/htpG bzw. derclpC/htpG-Trap Doppelmutante auch bei 50 °C untersucht
(Abbildung 34C,D). Im Gegensatz zum Wachstum bei°@8 zeigten die untersuchten
Stamme bei 50 °C einen deutlichen Wachstumsdef&lds Wachstum derclpC

Einzelmutante war gegentber depG beziehungsweisbtpG-Trap Mutante erniedrigt und
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die Doppelmutanten zeigten kein Wachstum mehr.
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Abbildung 34: Der Einfluss, den die AAA+ ATPase CIE und das Chaperon HtpG zusammen auf das
Wachstumsverhalten in B. subtilis ausiben. A) Das Wachstumsverhalten d&. subtilis htpG clpC
Doppelmutante (BSR104), wurde bei 37 °C und 48 B€riginen Zeitraum von sechs Stunden tber dignép
bestimmt. Das Wachstum déitpG (BSR101) undclpC (BNM105) Einzelmutante wurde als Kontrolle
zusatzlich aufgezeichnet. B) Siehe A), jedoch wuddes Wachstum dentpG Trap clpC Doppelmutante
(BSR107) betrachtet. Das Wachstum kigaG Trap (BSR102) und detpC (BNM105) Einzelmutante wurde als
Kontrolle zusatzlich aufgezeichnet. C) Siehe Ajlgeh wurde das Wachstumsverhalten der Stimme b¥t 50
aufgezeichnet und dé&. subtilisWildtyp Stamm als Kontrolle eingeschlossen. D)h8i@), jedoch wurde das
Wachstumsverhalten der Stamme bei 50 °C aufgezsialnmd derB. subtilis Wildtyp Stamm als Kontrolle

eingeschlossen.
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3.2.2.2 Einfluss von HtpG in Kombination mit CIpC auf die Hitze-induzierte
Aggregatentstehung

Da beobachtet werden konnte, dass die Deletiorht@@ beziehungsweise inaktives HtpG in
Kombination mit der Deletion voolpC zu einem Wachstumsdefekt bei 37 °C und 50 °C
fuhrt, besteht die Méglichkeit, da beide Proteiren anolekularen Chaperonen zugeordnet
werden, dass die Doppelmutante einen Effekt aufHiiee-induzierte Aggregatentstehung
aufweist. Dazu wurde die Lokalisation von IbpA-GFEer hier als Marker fur
Proteinaggregation diente, in den jeweiligen Mutanim Fluoreszenzmikroskop bei 50 °C
untersucht. In Abbildung 35A kann deutlich die Aggatentstehung nach einem Hitzeschock
bei 50 °C beobachtet werden. Diese schien sich mudbrhtpG beziehungsweisetpG Trap
Mutante nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Die G#haltenen Foci, die schon vor dem
Hitzeschock bei 37 °C sichtbar waren, sind verroltlauf die durch lbpA ausgeloste
artifizielle Foci-Entstehung zurlckzufiihren (sieBd.1.2). Eine zuséatzliche Deletion von
ClpC hatte keinen Einfluss auf die Aggregatentstghnach dem 50 °C Hitzeschock im
Vergleich zu den Einzelmutanten (Abbildung 35B).

Somit kann eine vermehrte Hitze-induzierte Aggregtstehung in dieser Doppelmutante
eindeutig ausgeschlossen werden und scheint dahitader Grund fur den Wachstumsdefekt
bei 37 °C oder 50 °C zu sein (Abbildung 34).
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Abbildung 35: Der Einfluss, den die AAA+ ATPase CI und das Chaperon HtpG zusammen auf die
hitze-induzierte Aggregatentstehung inB. subtilis austuben. A) Die B. subtilis htpG Deletionsmutante
(BSR40) und diehtpG Trap Mutante (BSR41), welche dibpA-GFP Fusion ektopisch immyLokus in
Abhangigkeit eines Xylose-induzierten Promotorsrawjeren, wurden vor und 15 Minuten nach einem 60 °
Hitzeschock im Phasenkontrast (PC) und Fluoreszimaskop unter Benutzung des GFP-Filters (IbpA-GFP)
analysiert. DeB. subtilisWildtyp Stamm BNM216 mit deibpA-GFP Fusion wurde zusatzlich als Kontrolle
untersucht. Reprasentative Bilder wurden ausgewBhiDie B. subtilisclpC htpG (BSR43) und didtpG Trap
clpC Doppelmutante (BSR42) mit dédspA-GFP Fusion wurden vor und 15 Minuten nach einem°G0
Hitzeschock im Phasenkontrast (PC) und Fluoreszinaskop unter Benutzung des GFP-Filters (IbpA-GFP)
analysiert. DieB. subtilis clpC Mutante BEM4 mit der ibpA-GFP Fusion wurde zusélzlals Kontrolle
untersucht. Repréasentative Bilder wurden ausgewahlt
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3.2.2.3 Identifizierung moglicher Interaktionspartner von H tpG

Um Interaktionspartner des HtpG-Proteins zu ideaifen, wurde eine Ko-
Immunpréazipitation unter Verwendung des Wildtypstaes und dethtpG-Trap Mutante
durchgefuhrt. Dies geschah mit Unterstitzung voa Btéahmer und Stephanie Braun im
Rahmen ihrer Bachelor- und Master Thesis. BgG Deletionsstamm diente dabei als
Negativkontrolle. Mogliche Substrate, die an Htpaden, kbnnen aus den hergestellten
Proteinextrakten dieser Stamme mittels Antikorpgegen HtpG prazipitiert werden. Mit
Hilfe magnetischer Beads, die den Antikdrper erle@nnwurde der gesamte Komplex
anschlieend isoliert. Ein Teil der fir die Progximaktion verwendeten Kulturen wurden vor
der Lyse mit Formaldehyd versetzt, um Proteinilkéoaen in vivo zu fixieren. Das
Experiment wurde in zwei unabhéangigen Versucherdevi®lt, wobei die Ergebnisse der
darauffolgenden SDS-PAGEs nach einer CoomassietRériin den Abbildungen 36
zusammengefasst sind. Als Kontrolle (co) dienteejsvl g aufgereinigtes HtpG. Deutlich
zu identifizieren sind Banden, die sowohl durch deikorper prazipitiertes HtpG, als auch
den Antikdrper selbst, der durch das Aufkocheneimes schweren (H, 50 kDA) und leichten
Kette (L, 25 kDa) zerfallen ist, darstellen. Bandeie in der Negativkontrolle, also der
AhtpG-Mutante nicht vorkommen, dafir aber beim WildtypduHtpG-Trap nachweisbar
sind, konnten moglichen Interaktionspartnern vopGientsprechen. Diese wurden isoliert
und mit freundlicher Unterstiutzung von Gunther KeaniZMBH, Universitat Heidelberg)
und von dem MS-Service der Universitat Heidelbeagssenspektrometrisch untersucht (1A-
[, 1M, 2A-l, 2K-2P, 2S, 2R). Alle isolierten Bandemvelche ein K tragen, sind die
Kontrollbanden. Es ist davon auszugehen, dass iReot®rhanden waren, obwohl sie mit
bloBRem Auge nicht erkennbar sind. Deshalb war es$weralig, die Banden der
Negativkontrolle auf der gleichen Hohe mit zu isadin. Zusatzlich ist es mdglich, dass die
ausgeschnittenen Proteinbanden mehrere Proteihelesni. Hierbei hilft die Kontrolle, die

eventuell falsch positiven Proteine auszuschliel3en.
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Abbildung 36: Ko-Immunoprazipitation mit HtpG. A) Die Ko-Immunopréazipitation wurde unter
Verwendung desB. subtilis Wildtyp Stammes (Wildtyp) und dentpG Trap Stamm (BSR102) (TRAP)
durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente detpG Deletionsstamm (BSR101\ltpG). Ein Teil der fir die
Proteinextraktion verwendeten Kulturen wurde ful&idiuten mit 0,6 % Formaldehyd versetzt (+Formaidbh

, wobei der andere Teil so belassen wurde (-Forehgid). Mittels eines spezifischen Antkdrpers gebigpG

und unter Verwendung von magnetischen Beads wuRldrstrate die an HtpG gebunden haben aus den
hergestellten Proteinextrakten, wobei jeweils 1vagvendet wurde, prézipitiert und mittels SDS-PA@#er
Verwendung von Coomassie-Farbung analysiert (gr@&snit B 23 cm/H 18 cm). Als Kontrolle (co) dient

pHg aufgereinigtes HtpG. Gekennzeichnete Banden emurdusgeschnitten und massenspektrometrisch
untersucht, wobei prazipierte Proteine aus demeRmattrakt derhtpG Deletionsmutante als Kontrolle (K)
dienten. Extra gekennzeichnet ist die Bande dieGHtplbst darstellt und die schwere (H) und leidteéte des
Antikorpers (L) B) Unabhangige Wiederholung von Allerdings wurde ein kleines Gel (B 10 cm/H 7,5 cm
verwendet.

Die Auswertung wurde mit dem Programm Scaffold \@eworgenommen, wobei die
Protein Wahrscheinlichkeit auf 99%, die Anzahl Beptide auf mindestens 1 und die Peptid
Wahrscheinlichkeit auf 95 % gesetzt wurde.

In Tabelle 16 sind die identifizierten Proteine,e din keiner Kontrolle auftauchten
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zusammengefasst. Die Anzahl der jeweils identifizie Peptide ist in Klammern gezeigt.
Identifizierte Proteine, die zwar nicht in der dgebdrigen Kontrolle auftauchten, jedoch in
einer gleichwertigen Kontrolle (Kontrolle befindgth auf gleiche Hohe, aber Probe wurde

nicht gleich behandelt, z.B. K1 und K6) nachgewieserden konnten, sind in Tabelle 17

gezeigt.

Bande Identifiziertes Protein Molekular-

gewicht (kDa)

1B Glutamin:Fruktose-6-Phosphat Aminotransferage (5 65

1B Aerobe Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase (8) 63

1B Phosphoenolpyruvat-Protein Phosphotransfergse (7 63

1H PTS-Komponente EIIABC (2) 67

1H Glutamin:Fruktose-6-Phosphat Aminotransferage (1 65

1H Aerobe Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase (15) 63

1H Triggerfaktor (5) a7

2C Trehalose-6-Phosphat Hydrolase (4) 65

2F Phosphoenolpyruvat-Protein Phosphotransfergse (1 63

2F Triggerfaktor (3) 47

21 Uridylat Kinase (4) 26

2L 50S ribosomales Protein L1 (3) 25

2M Pyruvat Dehydrogenase E1 Komponent UE B (11) 35

2N Pyruvat Dehydrogenase E1 Komponent UE B (1) 35

Tabelle 16: Mdgliche Interaktionspartner von HtpG. Identifizierte Proteine, die nicht in der dazugegén
Kontrolle auftauchten wurden der entsprechendenePdmande zugeordnet. In Klammern ist die Anzahl de
gefundenen Peptide angezeigt.

Bande Identifikation auch in nicht Molekulargewicht Peptidmenge in

gleichwertiger Kontrolle (kDA) Kontrolle
1A RNA-Polymerase UE B (32) 134 K6 (3), K1 (0)
1A RNA-Polymerase UE C (25) 134 K6(9), K1 (0)
1C RNA-Polymerase UE B (1) 134 K6 (3), K1 (0)
1H Dihydrolipoyl Dehydrogenase (2) 50 K3 (6), K§ (O
2C Vegetative Katalase (2) 55 K8 (2), K3 (0)
2N L-Lactat-Dehydrogenase (2) 35 K4 (2), K9 (0)
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2R 50S ribosomales Protein L20 (1) 14 K14 (2), Kag
2S 30S ribosomales Protein S6 (3) 11 K13 (1), K4 (
2S 50S ribosomales Protein L32 (1), 7 K13 (1), Koy

Tabelle 17: Mdgliche Interaktionspartner von HtpG, die jedoch in einer gleichwertigen Kontrolle
auftauchten. Identifizierte Proteine, die nicht in der dazugeén Kontrolle, jedoch in einer gleichwertigen
Kontrolle auftauchten wurden der entsprechendenePdmande zugeordnet. In Klammern ist die Anzahl de
gefundenen Peptide angezeigt.

Einige dieser identifizierten Proteine sind am Btethsel vonB. subtilis beteiligt. Auch
konnten ribosomale Protein und das Chaperon Trigkier als mdogliche Clients von HtpG
identifiziert werden. Ebenso wurden Untereinheiien RNA-Polymerase in den Proben, die
nicht mit Formaldehyd behandelt wurden, identifizieeider konnten diese in den Kontrolle
der Formaldehyd-behandelten Proben, die sich aitlgdr Hohe zu der jeweiligen Bande
befanden, nachgewiesen werden, wenn auch zu einem geringeren Mal3e (siehe
Peptidmengen). Auffallig ist, dass in den mit Folceayd behandelten Proben insgesamt
sehr wenige Proteine identifiziert werden konnt&ftiglicherweise wurde wéahrend der
Durchfiihrung der Massenspektrometrie nicht beacteets die Proteine durch Formaldehyd

modifiziert waren.

3.2.3 Die Rolle von HtpG in evolutiondren Prozessen

In diesem Teil sollte, nachdem Hsp90 ein bedeuterttlefluss auf die eukaryotische

Evolution nachgewiesen werden konnte, HtpG im Hakbauf seine mogliche Rolle auf die
Adaptation an sich &andernde Umweltbedingungen urtdes$ untersucht werden.
Vorangegangene Experimente, die eine mogliche dkten von HtpG mit ribosomalen

Proteinen oder der RNA-Polymerase zeigten, konatdreine etwaige Beteiligung von HtpG
an evolutionaren Prozessen hindeuten. Uber Wechikalvgen mit diesen Proteinen konnte
HtpG die Translation von Proteinen beeinflussen, @lne Rolle bei Entwicklungsprozessen

spielen.

3.2.3.1 Experimentelle Evolution

Der Einfluss von HtpG auf die Adaptation an einastbmmten endogenen und exogenen
Stress wurde mittels experimenteller Evolution uMerwendung der Genetic Machinéin

B. subtilisndher untersucht. Hierbei wurde dasnditional pulse-feed Regifhangewendet
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(232), welches den Selektionsdruck automatischeaém Level halt, das gerade noch von
der best-adaptierten Variante toleriert werden kann

3.2.3.1.1 Adaptation an einen exogenen Salzstress in B.lisubti

Sowohl der Wildtyp, als auch diepG Deletionsmutante und digpG Trap Mutante auB.
subtiliswurden auf Fahigkeit hin, sich an erhdhte Saliraté&zupassen, untersucht. Das erste
Experiment beschétftigte sich jedoch vorerst mit Aléaption demhtpG Deletionsmutante. In
diesem Sinne wurde vor dem Start des Experimentssige, welche Konzentration an
Natriumchlorid von dem Wildtyp und détpG Mutante toleriert werden. Zusatzlich wurde
ein Wachstumsvergleich dieser beiden Stamme dufighigeum auszuschliel3en, dass HtpG
eine Rolle bei der Salztoleranz spielt. Hierzu veerd0 ml Minimalmedium mit 2 % Glukose
und den verschiedenen Salzkonzentrationen von kutdieser beiden Stamme, die Uber
Nacht in 10 ml Minamimedium mit 2 % Glukose und MNaCl gewachsen waren, auf eine
ODeoonmvon 0,05 angeimpft und das Wachstum wurde aufgeaetc(Abbildung 37 A). Fur
die Endpunktsbestimmung in Abbildung 37B wurde @heichte Olgoo nmnach 24 und 48 h

bestimmt.
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Abbildung 37: Der Einfluss von HtpG auf die Salztoéranz in B. subtilis. A) Das Wachstumsverhalten d&s
subtilis Wildtyp Stammes (Wildtyp, offene Symbole) und d&pG Deletionsmutante (BSR10WhtpG,
geschlossene Symbole) wurde bei 37 °C in Minimaimadmit 2 % Glukose und mit verschiedenen
Salzkonzentrationen ber einen Zeitraum von neundg&n Gber die Ofdonm bestimmt. B) Siehe A), wobei die
ODsoonmnach 24 und 48 Stunden bestimmt wurde.

Beide Stamme zeigten keine grol3en Unterschiede aohéfum in Minimalmedium mit den
verschiedenen Natriumchloridkonzentrationen. Washstkonnte fur beide bis zu einer
Salzkonzentration von 1,2 M verzeichnet werden.iN24 h konnte Wachstum bei 1,6 M
NaCl detektiert werden und nach 48 h erreichterStienme bei dieser Salzkonzentration fast
eine OQoonmVvoOn 2. Somit tolerieren beide Stamme von Natur @ing Salzkonzentration
zwischen 1,2 — 1,6 M. Aus diesem Grund wurde atesStaktor ein Minimalmedium mit
einer Salzkonzentration gewahlt, die mit 2,5 M wigliter den tolerierten Wert liegt, um
Adaptation in der in deyGenetic Machine*(GM 2.1, Maliere, Mutzel Pat: DE 2982168201)
Uberhaupt erst méglich zu machen. Dieses wird igefaden auch nicht-permissives Medium
genannt. Das sogenannte permissive Medium, weldbe&ultur als Nahrstoffquelle dient,
enthielt 0,4 M NaCl und somit eine Salzkonzentratthe beideB. subtilis Stdimme ohne
Probleme tolerieren kénnen. Fir das erste Expetimemde die Maschine mit ddrtpG
Mutante angeimpft, die tber Nacht in 30 ml Minimabirum mit 0,4 M NaCl bis zu einer
ODsoo nm von 1,215 angewachsen war. Alle sieben Tage wulele in der Maschine
befindliche Stamm auf seine genetische IdentitéetsiPCR Uberpruft, wobei zuséatzlich ein
Glycerinstock hergestellt und bei -80 °C eingefronaurde. Insgesamt befand sich der Stamm
fur 122 Tage in der Maschine. Der Verbrauch an ps=iven, als auch nicht-permissiven
Medium wurde manuell aufgezeichnet. Das Volumen zegeflhrten nicht-permissiven
Mediums hangt von der Fahigkeit der Kultur ab, s&h die jeweilige Salzkonzentration

anzupassen. Aus diesem Verbrauch lie3 sich dik@aentration, die sich zum jeweiligen
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Zeitpunkt in der Wachstumskammer herrschte, erchwobei die Anpassung durch eine
Erh6hung der Salzkonzentration graphisch dargesteliden konnte (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Der Einfluss von HtpG auf die Adaptaion an erhéhte Salinitat in der GM 2.1 (Experiment
1). Die genetische Maschine GM2.1 wurde mit BersubtilishtpG Deletionsmutante (BSR101) angeimpft. Als
permissives Medium diente Minimalmedium mit einealZBonzentration von 0,4 M NaCl und als nicht-
permissives Minimalmedium mit einer Salzkonzentmatvon 2,5 M NaCl. Die Salzkonzentration, die sicim
jeweiligen Zeitpunkt in der Wachstumskammer befamdrde Uber die Zeit aufgetragen. Insgesamt besiid
der Stamm fir 122 Tage in der Machine.

Ein Anstieg der Salzkonzentration konnte nicht laebibet werden Die Salzkonzentration in
der Wachstumskammer betrug nach 122 Tagen 1,56 bbilghing 38). Nach dem Start
pendelte sie sich zwischen 1, 5- 1,6 M ein. Eina@dtion an eine erhdhte Salzkonzentration
konnte somit nicht festgestellt werden. Insgesamtde mit 7 | mehr nicht-permissives
Medium als permissives (5,6 |) verbraucht. Der méh¥erbrauch an nicht-permissiven
Medium im Vergleich zu dem permissiven Medium, tagsrauf schlieRen, dass die
Salzkonzentration noch zu gering angesetzt war,digrKultur zur Adaptation an hdherer
Salzkonzentrationen zu zwingen. Um nochmals zu pitiken, dass eine Adaptation an
hohere Salzkonzentration nicht stattgefunden hatteden Wachstumskurven im Vergleich
zum Ausgangsstamm bei verschiedenen Salzkonzemteatierstellt. Hier ergaben sich einige
Probleme bei der Erstellung und ReproduzierbadkeitKurven, wobei der Ausgangsstamm
teilweise ein besseres Wachstum, was besonderdebeEndpunktsbestimmungen deutlich
wurde, aufwies (Daten nicht gezeigt). Dabei wurestdestellt, dass der Stamm, der sich flr
langere Zeit in der Maschine befand, teilweise Rmole hatte, die stationdre Phase zu
erreichen. Dies kann vermutlich darauf zurlckgdfiierden, dass sich dieser Stamm an
logarithmisches Wachstum angepasst hat und nutiatteatehr Probleme nach dem Eintritt
in die Stationarphase aufweist als der Ausgangsstdda bei der Endpunktsbestimmung die
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Ausgangsstamme bei niedrigen Salzkonzentrationen jeden Fall die Stationarphase
erreichen (siehe Abbildung 37B) und sich somit ¥ergleich mit dem Stamm aus der
Maschine schwer gestalten wirde, wurde auf diesethdde verzichtet. Die
Wachstumskurven wurden nach einem abgeanderteakBhoérstellt. Dazu wurden sowohl
der AhtpG Ausgangsstamm, als auch dpG Deletionsstamm, der sich fur 101 Tage in der
Maschine befand Uber Nacht in Minimalmedium mit 2 Gtukose und 0,4 M NaCl
angezogen. Am nachsten Tag wurde frisches Minimaine mit 2 % Glukose und 0,4 M
NaCl mit diesen Ubernachtkulturen auf eine ¢@Dnvon 0,05 angeimpft und bis zum
Erreichen der logarithmischen Phase wachsen gelasBest hiernach wurden das
Minimalmedium mit den unterschiedlichen Salzkonzsidinen auf eine O§do nmvon 0,1
angeimpft, wobei das Wachstum anschlie3end UbeBt@Bden bei einer Qfgonm verfolgt
wurde (Abbildung 39). Hierdurch wurde sichergestalass sich alle Stamme zur Zeit des
Animpfens in der gleichen Wachstumsphase befandés.Kontrolle wurde erneut ein
Wachstumsvergleich zwischen den Ausgangsstammelat@yiAhtpG) erstellt (Abbildung
39A).
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Abbildung 39: Das Wachstumsverhalten der evolvierte B. subtilis htpG Mutante aus Experiment 1.A)
Das Wachstumsverhalten d8s subtilis Wildtyp Stammes (Wildtyp Input, offene Symbole)duder htpG
Deletionsmutante (BSR10AhtpG Input, geschlossene Symbole), die beide nichtAbaptationsprozessen der
genetischen Maschine ausgesetzt waren, wurden beéC3in Minimalmedium mit 2 % Glukose und mit
verschiedenen Salzkonzentrationen, das mit eineg&ugskultur, die sich in der logarithmischen Plmefand
auf eine Olyonm von 0,1 angimpft wurde, Uber einen Zeitraum vordlzvBtunden Uber die Qdghnm bestimmit.

B) Siehe A), jedoch wurde hier das WachstumsvezhatterhtpG Deletionsmutante (BSR10hhtpG Input,
offene Symbole), die nicht den Adaptationsprozestmmgenetischen Maschine ausgesetzt war, mit cesn d
gleichen Stammes Uber dreizehn Stunden vergliathenfir 101 Tage in der genetischen Maschine eedbyi
(BSR101-101AhtpG 101 d, geschlossene Symbole).

Wieder konnte kein Unterschied im Wachstum zwisctien Ausgangsstammen festgestellt
werden (Abbildung 39A). Auch zeigte der Stamm, sieh fir 101 Tage in der Maschine
befand, bei den hoheren Salzkonzentrationen keirssdobes Wachstum als der
Ausgangsstamm. Dies war zu erwarten, da keine Aopagsan héhere Salzkonzentrationen
festgestellt werden konnte (Abbildung 38). Zusamgeésisst schienen alle Stamme bis zu
einer Salzkonzentration von 1,4 M NaCl noch ausend wachsen zu kénnen, wobei sie
nach 12 Stunden die stationare Phase noch niatitlerhatten. Bei einer Salzkonzentration
von 1,7 M fiel die Wachstumsrate schon deutlich igb,jedoch noch vorhanden. Damit
scheintB. subtilisSalzkonzentrationen von mindestens 1,7 M zu &ilen. Fur das nachste
Experiment in der,Genetic Machine” wurde der Salzstress erhoht, um die Stdmme zur
Adaptation an hohere Salzkonzentrationen zu beweDén Salzkonzentration des nicht-

permissiven Mediums betrug schon 2,5 M und eindeneiErhhung wirde vermutlich zur
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Kristallisation des Salzes fuhren und damit zursWgwfung der Schlauche der Maschine.
Daher wurde der Salzgehalt des permissiven Medwons0,4 M auf 1,5 M erhoht. Unter
diesen Bedingungen wurden digpG Deletionsmutante und diepG Trap Mutante beziiglich
ihrer Adaptation an erhdhte Salinitat untersuchd amt dem Wildtyp verglichen. Um die
Festestellung der ldentitdt datpG Trap Mutante zu erleichtern, wurde hier ein Stamm
verwendet, der zuséatzlich GFP exprimiert. Dazu wu@FPin den amy Lokus kloniert.
Somit ist es moglich die Identitat des StammesetsitEluoreszenzmikroskopie zu bestatigen.
Um auszuschliel3en, dass zusatzlich produziertes éifi¢h Einfluss auf die Adaption an
erhohte Salinitat hat, wurde auch ein Stamm, deP @Gid intaktes HtpG produziert in der
Maschine untersucht. Vorab wurde jedoch das Waohslker Stamme, die GFP produzieren
unter verschiedenen Salzkonzentrationen sowohidemt reinen Wildtyp (Abbildung 40A)

als auch untereinander (Abbildung 40B) miteinanaeglichen.
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Abbildung 40: Der Einfluss von ektopisch exrimierten GFP und HtpG-Trap auf die Salztoleranz inB.
subtilis. A) Das Wachstumsverhalten d& subtilis Wildtyp Stammes (Wildtyp, offene Symbole) und
Wildtypstamm, der GFP ektopisch iamyLokus exprimiert (BSR64, Wildtyp GFP, geschloss&ynbole)
wurde bei 37 °C in Minimalmedium mit 2 % Glukosedumit verschiedenen Salzkonzentrationen Uber einen
Zeitraum von neun Stunden udber die 4w bestimmt. B) Siehe A), jedoch wurde hier das
Wachstumsverhalten d& subtilishtpG Trap Stammes (BSR70, Trap GFP, geschlossene Sgjnimitt dem
des Wildtypstammes (BSR64, Wildtyp GFP, offene Sgimh wobei beide GFP ektopisch iamyLokus
produzieren, verglichen.

Wie aus Abbildung 40A ersichtlich zeigte die Expgiea von GFP keinen Einfluss auf das
Wachstumsverhalten des Stammes unter den versoeredgalzkonzentrationen. Auch die
Trap Mutation inhtpG wirkte sich nicht auf das Wachstumsverhalten undits die
Salztoleranz in diesem Hindergrund aus (Abbildudg)4

Die Anzucht der jeweiligen Stamme, deren Evoluti@nkalten in der Maschine untersucht
wurde, erfolgte in 30 ml Minimalmedium mit einerl8anzentration von 1,5 M NaCl, wobei
jeweils mit einer sich in der logarithmischen Phaséindenden Kultur angeimpft wurde.
Auch hier wurde die Identitat des in der Maschieéralichen Stammes alle 7 Tage mittels
PCR oder Fluoreszenzmikroskopie tUberprift und dycéinstock erstellt. Die Adaptation
Uber die Zeit wurde Uber den Anstieg, der sichaénMaschine befindliche Salzkonzentration,
die aus dem Verbrauch an permissiven und nicht4gsiven Medium ermittelt wurde,
Uberwacht (Abbildung 41). Dies geschah mit Untegsiiig von Pia Ehrentraut und Stephanie
Braun im Rahmen ihrer Master Arbeiten.
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Abbildung 41: Der Einfluss von HtpG und HtpG Trap auf die Adaptation an erhéhte Salinitéat in der GM

2.1 (Experiment 2).A) Die genetische Maschine GM2.1 wurde nacheinandederB. subtilisWildtypstamm
(Wildtyp) und derhtpG Deletionsmutante (BSR101AhtpG) angeimpft. Als permissives Medium diente
Minimalmedium mit einer Salzkonzentration von 1,5NACI und als nicht-permissives Minimalmedium mit
einer Salzkonzentration von 2,5 M NaCl. Die SalzZemtration, die sich zum jeweiligen Zeitpunkt inr de
Wachstumskammer befand, wurde fur beide Stamme dibezeit aufgetragen und konnte somit miteinander
verglichen werden. Insgesamt befanden sich die i@#ifiir 73 Tage in der Machine. B) siehe A), jedatinde

die genetische Maschine mit del subtilis Wildtyp Stamm (BSR64, Wildtyp GFP) angeimpft, d8FP
ektopisch exprimiert und sich fur 43 Tage in dershtdne befand. Die zum jeweiligen Zeitpunkt toldge
Salzkonzentration wurde mit der des Wildtyp StamgWesdtyp, siehe A), 42 Tage gezeigt) verglichen.sizhe

A), jedoch wurde die Maschine mit dBr subtilishtpG Trap Mutante (BSR70, Trap GFP) angeimpft, der GFP
ektopisch exprimiert und sich fur 43 Tage in dersktdane befand. Die zum jeweiligen Zeitpunkt toldge
Salzkonzentration wurde mit der des Wildtyp GFRBiees (BSR64, Wildtyp, siehe B) verglichen.

Der Wildtyp Stamm befand sich fur 73 Tagen in dewolitionsmaschine, wobei er eine
tolerierte Salzkonzentration von ungefahr 1,9 - 2 evteichte (Abbildung 41A). Der
Gesamtverbrauch an permissivem Medium betrug 28d_an nicht-permissivem Medium
1,2 L. Die htpG Deletionsmutante verbrauchte in dieser Zeit 2 getmissives Medium und
1,8 L nicht-permissives und tolerierte nach diegeit durchschnittlich 1,9 - 2 M NaCl.
Anhand der Interpretation des Graphen lasst sicbneen, dass sich der Wildtyp zu Anfang
etwas langsamer an hoéhere Salzkonzentration alstp@rMutationsstamm anpasste, wobei
er trotz dessen gegen Ende der Laufzeit eine d&hmndilerierte Salzkonzentration wie der
mutierte Stamm aufwies. Die Mutante zeigte dahiegegine Uber die Zeit schwachere
Adaptation. In diesem Zusammenhang gilt es zu emehdass der Lauf des Wildtyp-
Stammes anfanglich mit Problemen gekennzeichnet wWafgrund eines Defektes der
Maschine war die Zufuhr an permissivem Medium deluterhoht (Daten nicht gezeigt).

Dadurch wurde die Zufuhr an nicht-permissivem Madiautomatisch gedrosselt, wodurch
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die langsamere Anpassung erklart werden kann.

Um auszuschlielRen, dass GFP Einfluss auf das HEwadwerhalten gegeniber erhohte
Salinitat nehmen kann, wurde die Adaption des Widdstammes (aus Abbildung 41A) mit
der des GFP produzierenden Stammes verglichen Ighlsig 41B). Die durchschnittliche,
tolerierte Salzkonzentration lag fur den Wildtyghat2 Tagen bei 1,9 M (2,3 L permissives
und 0,7 L nicht-permissives Medium) und fiir den GxBrimierenden Stamm bei 1,8 M (1,9
L permissives und 0,8 L nicht-permissives Mediud)ch der GFP-exprimierende Stamm
wies gegenuber dem reinen Wildtyp eine flacherer alzhnellere Adaptation an héhere
Salzkonzentrationen auf. Dies ist jedoch eher aefb@reits erwahnten, unterschiedlichen
Bedingungen zurtickzufuhren, als auf einen Einfluss Gberexprimierten GFP, zumal die
Unterschiede auch relativ gering waren. Wurde dggen das Evolutionsverhalten dpG
Trap Mutante mit dem des Wildtyps verglichen, zeigjch ein recht ahnlicher Kurvenverlauf
(Abbildung 41C). Diese Mutante befand sich wie ®éildtyp auch flr 43 Tage in der
.Genetic Machine“und erreichte eine Salzkonzentration von 1,8 M,ev@)2 L permissives
und 0,8 L nicht-permissives Medium verbraucht wardBeide wiesen einen sehr flachen
Kurvenverlauf auf und erreichten ihre maximal t@ege Salzkonzentration schon nach
wenigen Tagen in der Maschine.

Auch wurden Wachstumskurven im Vergleich zum Auggatamm bei verschiedenen
Salzkonzentrationen (1,1 M, 1,2 M, 1,4 M und 1,7 bt¥tellt. Hier wurde wieder mit
Kulturen angeimpft, die sich in der logarithmisch@fachstumsphase befanden, um den
Einfluss der Stationarphase auf die Bakterien, slgh Uber langeren Zeitraum in der
Maschine befanden, gering zu halten. Der hier geeedVildtyp befand sich fiir 68 Tage in
der Maschine und diatpG Mutante, deren Wachstum hier bestimmt wurde, flirTage.
Zwischen diesen Stammen und den dazugehoérigen Agss@mmen konnte kein
signifikanter Unterschied in der Wachstumsrategestellt werden (P. Ehrentraut, Master
Thesis).

Auch der GFP exprimierende Wildtyp- uhtpG Trap Stamm, die sich jeweils fiir 43 Tage in
der Maschine befanden, zeigten keine Wachstumsahiede zu ihren jeweiligen

Ausgangsstammen (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Das Wachstumsverhalten des evolvierteB. subtilis Wildtyps und der htpG Trap Mutante

aus Experiment 2.Das Wachstumsverhalten dBs subtilis GFP exprimierenden Wildtyp Stammes (BSR64,
Wildtyp GFP Input, offene Symbole), der nicht dedafstationsprozessen der genetischen Maschine atzges
war, wurde mit dem des gleichen Stammes verglictenfir 43 Tage in der genetischen Maschine eedbi
(BSR64-43, Wildtyp GFP 43d, geschlossene SymbBlay. Wachstum wurde bei 37 °C in Minimalmedium mit
2 % Glukose und mit verschiedenen Salzkonzentratiprdas mit einer Ausgangskultur, die sich in der
logarithmischen Phase befand auf eineséafa von 0,1 angimpft wurde, Uber einen Zeitraum volEBtunden
Uber die Oonm bestimmt. B) Siehe A), jedoch wurde hier das Waohsverhalten der GFP exprimierenden
htpG Trap Mutante (BSR70, Trap GFP Input, offene SympoHie nicht den Adaptationsprozessen der
genetischen Maschine ausgesetzt war, mit dem dgshgh Stammes verglichen, der fir 43 Tage in der
genetischen Maschine evolvierte (BSR70-43, Trap &3, geschlossene Symbole).

Auffallend ist, dass alle vermeintlich evolviert8&tdmme deutliche Wachstumsprobleme bei
einer Salzkonzentration von 1,7 M aufwiesen. In@anetic Machine“tolerierten sie diese
Salzkonzentration hingegen schon nach kurzer Z8ites ist vermutlich darauf
zuruckzufiihren, dass die Kulturen in der Maschiméeaen, besseren Bedingungen, wie zum
Beispiel bessere Belliftung ausgesetzt waren, aldeim Erlenmeyerkolben, die fir die
Bestimmung der Wachstumskurve benutzt wurden.

Somit bestatigten auch die Wachstumskurven, dasw Keeziehungsweise eine nur sehr
geringe Anpassung an erhthte Salzkonzentrationatigstunden hatte. Aufgrund dieser
geringen Adaptation an erhohte Salzkonzentratiokann durch diese Experimente keine

eindeutige Aussage daruber getroffen werden, obGHgne Rolle bei evolutiondren
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Prozessen spielt. Vermutlich misste die Salzkonagot und die Laufzeit noch weiter
erhoht werden, um eine Adaptation beobachten undt@aich die Rolle von HtpG in diesem
Zusammenhang bestimmen zu konnen. Eine ErhdhungSdérkonzentration ist aber
aufgrund der Gefahr der Kristallisation, die zuhi@schen Problemen flihren wirde, nicht
mehr mdglich. Aufgrund der zeitlichen Begrenzungseér Dissertation war es auch nicht

maoglich die Laufzeit noch weiter zu erhéhen.

3.2.3.1.2 Adaptation an einen endogenen Wachstumsstresssubilis

Im folgenden Teil dieser Arbeit wurde der Einflugsn HtpG auf die Adaptation an einen
endogenen Wachstumsstress, der durch die Deletos Er die Formylase ausgeldst wurde,
in B. subtilis untersucht. Abbildung 43 zeigt das Wachstumsdefler Zellen, denen die
Formylase fehlt.

Mit Hilfe der ,Genetic Machine® kann diese Deletionsmutante auf schnelleres Wathstu
selektiert werden. Hierbei stellt die Mutation eirendogen Stressfaktor dar, an den sich die
Bakterien im Laufe der Zeit adaptieren. Die expentelle Evolution wurde furdef/fmg
htpG-Trap Adef/fmtund demahtpGUdef/fmt(S. Braun, Master Thesis) im Vergleich zum
Wildtyp unter Verwendung desooditional pulse-feed Regimesirchgefuhrt. Die Anzucht
der jeweiligen Stdmme, deren Evolutionsverhaltender Maschine untersucht wurden,
erfolgte in 30 ml Minimalmedium mit einer Salzkonmation von 0,4 M NaCl, wobei jeweils
mit einer sich in der logarithmischen Phase beiohein Kultur angeimpft wurde. Da hier die
Adaptation an einen endogenen Stress Uber die fumater Wachstumsrate beobachtet
wurde und somit der Stress nicht von einer exogdépeelle abhangig war, wurde nur ein
Nahrstoffmedium bendtigt. Das Volumen des zuge@inMediums hé&ngt von der Dichte der
Kultur und damit von seiner Fahigkeit sich an diaitdlion anzupassen, ab. Aus dem
Verbrauch von Nahrmedium, das hier mittels eineteflaggers aufgezeichnet wurde, lasst
sich daher auf die Wachstumsrate und damit auGéieerationszeit schlieen. Zuvor wurde
jedoch die genau Wachstumsrate der Stamme in Mimegdium mit 0,4 M NaCl im
Vergleich zum Wildtyp bestimmt (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Einfluss der Formylase auf das Wachstmsverhalten und die Generationszeit irB. subtilis
im Vergleich zum Wildtyp. Das Wachstumsverhalten und die sich daraus eefehide Generationszeit d&r
subtilis def/ffmt(BSR73), dehtpG Trap def/fmt(BSR75) und dehtpG def/ffmtMutante (BSR74) wurde bei 37
°C in Minimalmedium mit 2 % Glukose Uber einen Zaitm von acht Stunden Uber die &danmit dem des.
subtilis Wildtyp Stammes verglichen.

Im Gegensatz zum Wildtyp, der eine Generationszmit 50 Minuten aufwies, wuchsen die
Formylase-Mutanten mit einer Generationszeit vorD 1dinuten deutlich langsamer
(Abbildung 43).

Die Adaptation an diese Mutation in deGenetic Machine® wurde daraufhin mit
Unterstiitzung von Lea Stahmer und Stephanie BrauRahmen ihrer Bachelor- und Master
Arbeit durchgefuhrt und Uber eine Abnahme der Garmrszeit graphisch dargestellt
(Abbildung 44). Alle Stamme befanden sich fur 3&&an der Maschine. Da der Verbrauch
des Mediums, aus dem sich auch das Mal3 der Adaptatschliel3t, sehr empfindlich auf
aul3ere Einflisse wie zum Beispiel maschinenbediDgiekveranderungen reagiert und auch
die jeweiligen Laufe hintereinander und nicht pafain einer Maschine durchgefihrt und
somit nicht direkt miteinander verglichen werdennkén, wurde die experimentelle
Evolution der jeweiligendef/fmt Mutanten zweimal durchgefuhrt. Leider war dies aus
Zeitgrinden fur dieAdef/fmt AhtpG Mutante nicht mdglich. Abbildung 44A zeigt die
Abnahme der Generationszeiten der zwei LaufeddéffmtMutante im Vergleich. Wéahrend
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die Mutante des ersten Laufes mit einer Genera@nson 1,8 Stunden startete, begann die
Mutante des zweiten Laufes mit einer Generatiohspai 2,1 Stunden. Dieser Unterschied ist
vermutlich darauf zurtickzufuhren, dass die Mutalge ersten Laufes schon vorab besser an
die Mutation angepasst war. Keine Population waistidentische Zellen auf und vermutlich
enthielt die Mutante schon vor dem Animpfen eindanKder durch eine Mutation, die sich
vielleicht wahrend oder sogar vor der Anzucht eokeit hatte, schon eine erhohte
Wachstumsrate aufwies. Dieser Klon kann sich natuidlurchsetzen und fuhrt schnell zu
einer geringeren Generationszeit in der Populatideflir zeigte die Mutante des zweiten
Laufes bis zum Tag 5 in der Maschine eine deutictinellere Adaptation als die Mutante des
ersten Laufes. AnschlieRend sank die Generatianseebeiden Laufen bis zu Tag 20 sehr
vergleichbar auf 1,1 Stunden ab. Bei der Mutante afsten Laufes wurde jedoch daraufhin
ein erneuter Anstieg sichtbar. Dieser ist vermhthaf unterschiedliche Druckbedingungen in
der Maschine zurickzufuhren, die den Zulauf und idaden Verbrauch des Mediums
beeinflussten. Die beiden Laufe dapG Trap def/fmt Mutante zeigten ein &hnliches Bild
(Abbildung 44B). Die Mutante begann im ersten Lenif einer Generationszeit von knapp
zwei Stunden und im zweiten Lauf mit 2,1 StundeactN3 Tagen erreichte diese Mutante in
beiden Laufen eine Generationszeit von 1,6 StunBenzum Tag 20 wies die Mutante in
beiden Laufen einen ziemlich dhnlichen Adaptatioosgss auf, wobei die Generationszeit
auf 1,1 Stunden sank. Die Mutante des ersten Laefesichte bis zum Ende eine
Generationszeit von einer Stunde, wahrend sie ieitew Lauf, vermutlich wieder aufgrund
aulRerer Einflusse auf 1,4 Stunden anstieg undisschum Ende des Laufes auf diesen Wert
einpendelte.

Der Wildtyp, dessen Adaptation in deGgnetic Machintals Kontrolle beobachtet wurde
und nur eine Anpassung an das Minimalmedium d#gsibelgann mit einer Generationszeit
von 1,2 Stunden (Abbildung 44C). Dies ist etwas dndlals der Wert, der in den
Wachstumskurven in demselben Medium ermittelt wugdlebildung 43), was vermutlich
darauf zurtickzufihren ist, dass der Stamm in deschiae anderen Bedingungen ausgesetzt
war. Zudem ware es mdoglich, dass die Population,deri die Wachstumskurve bestimmt
wurde, einen Klon enthielt, der eine schnellere &aionszeit aufwies und sich im Laufe der
Bestimmung der Wachstumsrate durchsetzen konnteh Nemgefahr 10 Tagen in der
Maschine erreichte der Stamm die Generationszeit 8 Stunden, die auch mittels der
Wachstumskurve bestimmt werden konnte (Abbildung. £3ne weitere Adaptation des
Wildtyp Stammes an das Mininmalmedium, die wahredeés Laufes in der

Evolutionsmaschine durchaus moglich gewesen wéaratke nicht beobachtet werden. Somit
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scheint eine Generationszeit von 50 Minuten in M@amedium das Maximum zu sein und
dieses erreichtB. subtilisschon nach sehr kurzer Zeit. Der AdaptationsprodedstpG Trap
def/fmtMutante zeigte keinen sichtbaren Unterschied zud#fmtMutante. Beide starteten,
wie eben schon erwéhnt bei einer Generationszeittwvgefahr 2 Stunden. Dies stimmte mit
der durch die Wachstumskurve ermittelten Generatieiten in Abbildung 43 tberein. Nach
36 Tagen wiesen beide eine Generationszeit vom Stoade auf. Dahingegen wies tipG
defiziente Mutante, eine deutlich langsamere Adapiaauf. Sie startete bei einer
Generationszeit von 2,5 Stunden, die erst nach &aben, abzunehmen begann. In der
Wachstumskurve wurde fur die Generationszeit eimt\iden zwei Stunden ermittelt. Dieser
Unterschied ist vermutlich wieder auf die untersdlichen Bedingungen in der Maschine
oder auf die genetischen Unterschiede der Popottiaurickzufiihren. Vom Tag 15 bis Tag
25 schwankte die Generationszeit zwischen 1,7 u8dStunden. Ab Tag 25 sank die
Generationszeit ziemlich stark ab und endete vietgdar zu den anderagef/fmtMutanten
auch bei einer Stunde (Abbildung 44C). Diese Ergenzeigen, dass sich die Deletion von
HtpG moglicherweise negativ auf den Adaptationspsszan den durch die Deletion der
Formylase ausgeltsten Wachstumsstress auswirkbcllediurde dieser Lauf nicht ein
weiteres Mal wiederholt und somit kann nicht auspkxssen werden, dass unterschiedliche,
aulRere Bedingungen oder maschinenbedingte EinfldsseAdaptationsprozess beeinflusst

haben.
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Abbildung 44: Der Einfluss von HtpG und HtpG Trap auf die Adaptation an einen endogenen Stress, der
durch die Mutation der Formylase ausgelost wurde,ri der GM 2.1. A) Die genetische Maschine GM2.1
wurde mit derB. subtilisdef/fmtMutante (BSR73) angeimpft. Die Adaptation wurde riben Verbrauch an
Minimalmedium unter Verwendung eines Datenloggeesethnet und mittels der Generationszeit, die der
Stamm zum jeweiligen Zeitpunkt in der Wachstumskamimatte, ausgedriickt. Diese wurde Uber die Zeit
aufgetragen. Zwei unabhéngige Laufe dieser Mutanteden Uber 36 Tage verglichen. B) siehe A), jedoch
wurde die genetische Maschine mit dé8n subtilis htpG Trap def/fmt Stamm (BSR75) angeimpft. Zwei
unabhéngige Laufe dieser Mutante wurden Uber 3@ Tagglichen. C) siehe A), jedoch wurde die genbés
Maschine mit denB. subtilisWildtyp Stamm Stamm, defef/fmt(BSR73), dehtpG Trapdef/fmt(BSR75) und
der htpG def/fmtMutante (BSR74) nacheinander angeimpft, wobeirdé&®@aptation anhand der Verringerung
der Generationszeit Gber die Zeit von 36 Tageningtaler verglichen wurde.

3.2.3.1.3 Einfluss der Adaptionsprozesse in der ,Genetic Miaghauf die
Kompetenzentwicklung

Wie schon erwéhnt scheinen Bakterien, die UberdégZeitraum in deiGenetic Machine*

in der logarithmischen Phase gehalten werden, ©mubl bei der Induktion von
Stationarphaseprozessen zu bekommen. Ein wichtiBevzess, der wahrend der
Stationarphase voB. subtilisunter Nahrstoffmangel in einer Subpopulation ausgjelird,
ist die Kompetenzentwicklung (288), wobei genetesstfompetenz die Fahigkeit darstellt,
DNA aus der Umwelt aufzunehmen und in das Genonthdinomologe Rekombination
einzuschleusen (289). Daher wurde die Transformséiffizienz dehtpG Mutante, die Uber
101 Tage in der Maschine evolviert ist, im Vergheimu den Ausgangsstammen (Wildtyp,
AhtpG) getestet (Abbildung 45). Dazu wurden die Stammedar chromosomalen DNA
eines Tryptophan-auxotrophen Stammes transformrmetauf Minimalplatten mit und ohne

Tryptophan ausplattiert. Durch Bestimmung der CRisrke die Transformationseffizienz
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berechnet werden.
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Abbildung 45: Der Einfluss der Adaptation in der GM 2.1 auf Stationarphasenprozesse iB. subtilis. Die
Transformationseffizienz deB. subtilis htpG Mutante (BSR101-101), die fur 101 Tage in der ¢jeoken
Maschine adaptierte (Experiment 1) wurde mit demsformationseffizienz des Wildtypstammes undhdpG

Mutante (BSR101), die beide nicht den Adaptatioospssen der genetischen Maschine ausgesetzt waren,
verglichen.

Abbildung 45 zeigt deutlich, dass der adaptiertar®h eine gestorte Kompetenzentwicklung
aufwies. Das deutet daraufhin, dass die Adaptiorden ,Genetic Machine mit einer
Anpassung an logarithmisches Wachstum einhergehdrsomit Einfluss auf die Induktion

der Stationarphasenprozesse nehmen konnte.

3.2.3.2 Bistabilitat

Da eukaryotisches Hsp90 bei der Faltung von bedEmmProteinen, einschliellich
Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielt und daremutlich die Genexpression beeinflussen
kann, wurde die Hypothese aufgestellt, dass sigiGHtuch inB. subtilismoglicherweise auf
die Genexpression auswirken kann, indem es moglahse direkt oder indirekt Einfluss auf
die zufalligen Schwankungen in der Expression eMasterregulatorgens nehmen kann, die
in einem Teil der Zellen einer genetisch identischBopulation zu einem neuen
Expressionsmuster und damit zur Bistabilitat fihk&mnen (238). Das Fehlen von HtpG
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konnte dabei den Prozentsatz von Zellen in der Ropn, die das bistabile System
anschalten, beeinflussen. Um den Effekt von HtpGBastabilitat zu untersuchen, wurden
Promotoren von bekannten bistabil regulierten GemerGFP fusioniert und in das Genom
des Wildtyp-, desAhtpG- und deshtpG Trap- Stammes in deamy Lokus integriert. In
diesem Zusammenhang wurden der Promotor wamG das bedeutend fur die
Kompetenzentwicklung ist, der Promotor f8pollE das wichtig fir den Prozess der
Sporulation ist und der Promotor vbwag das wichtig fur die Motilitatsentwicklung iB.
subtilis ist, benutzt. Durch das Zahlen von GFP-positiverelled unter dem
Fluoreszenzmikroskop wurde es ermdglicht, den Prisaéz der Wildtyp Zellen, die das
bistabile System anschalten im Vergleich zuhipGdefizienten und HtpG-Trap
exprimierenden Zellen zu bestimmen. Fir die Untdrang des Einflusses von HtpG auf die
Motilitat wurden die jeweiligen Zellen, die GFP iAbhangigkeit deshag Promotors
exprimieren, in LB angeimpft und in der logarithohien Phase gezahlt, wobei der Wildtyp
mit HtpG-defizienten Varianten verglichen wurde pidung 46A). Im Wildtyp zeigten 80,4
% der Zellen GFP Fluoreszenz und damit motiles &léeh. Ein sehr geringer Unterschied
konnte imAhtpG Stamm beobachtet werden, der 80,6 % motile Zeléwies. Der Stamm,
der HtpG Trap produzierte liel3 mit 71,3 % einenirg@ren Prozentsatz an motilen Zellen
erkennen. Anhand der Standardabweichung erkenntjedmch, dass diese Abnahme nicht
signifikant ist. Um den Einfluss von HtpG auf deroRentsatz der sporulierenden Zellen zu
ermitteln, wurde der Stamm, der GFP unter dem Promaon spollE exprimiert, in
Sporulationsmedium angezogen und zwei Stunden raciritt in stationdre Phase
mikroskopiert (Abbildung 46B). DdntpG Trap und denhtpG Stamm wiesen mit 20,7% und
21,5 % sporulierender Zellen nur einen sehr geringaterschied zum Wildtyp mit einem
Prozentsatz von 19,7 % auf. Abbildung 46C zeigt Brfluss von HtpG auf den Prozentsatz
der Zellen, die zur Kompetenzentwicklung befahigtren. Wahrend im Wildtyp 17% der
Zellen GFP-Fluoreszenz und damit Kompetenzentwrgklzeigten, wies ddrtpg Trap 21,2

% und derAhtpG Stamm 19,3 % kompetente Zellen auf. Auch fur didsistabiles System
konnten keine signifikanten Unterschiede zum Widigstgestellt werden.
Zusammenfassend konnte fir HtpG kein Einfluss @&geduntersuchten bistabilen Systeme

nachgewiesen werden.

187



A 1000 hag-GFP
90,0 |
80,0

70,0 |
60,0
50,0

40,0 -

30,0 -

Fluoreszente Zellen [5%]

20,0 -

10,0 -

0,0 -

BEWT B htpG-trap B AhtpG

m

100,0 - spollE-GFP
90,0

80,0

70,0

60,0 -

50,0

40,0 -

30,0 -

Fluoreszente Zellen [%]

20,0 -

10,0 -

0,0 -

BWT ® htpG-trap B AhtpG

188



cC comG-GFP
100,0
90,0

— 80,0 -

— g

&

= 70,0

k)

@ 60,0 -

N

£

= 50,0

N

N 40,0

e

c 30,0

=2

o 20,0
10,0

0,0

EWT 8 htpG-Trap B AhtpG

Abbildung 46: Der Einfluss von HtpG auf bistabile Rozesse irB. subtilis. A) Der B. subtilisWildtyp Stamm
(BSR66), diehtpG Trap- (BSR72) und dibtpG Mutante (BSR69), die GFP ektopisch unter deag Promotor
exprimieren, wurden bei 37 °C in LB angezogen. én ldgarithmischen Phase wurde der Prozentsat&HEF
positiven Zellen fluoreszenzmikroskopisch bestimmdus drei unabhangigen Experimenten wurde der
Mittelwert dieses Prozentsatzes und die Standareighwng bestimmt. B) DeB. subtilis Wildtyp Stamm
(BSR65), diehtpG Trap- (BSR71) und didtpG Mutante (BSR68), die GFP ektopisch unter dspollE
Promotor exprimieren, wurden bei 37 °C in Sporolaimedium angezogen. Zwei Stunden nach Eintritiién
Stationéarphase wurde der Prozentsatz der GFPymmsidellen fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Ausid
unabhéngigen Experimenten wurde der MittelwertetieBrozentsatzes und die Standardabweichung bastimm
C) DerB. subtilisWildtyp Stamm (BSR64), dibtpG Trap- (BSR70) und dibtpG Mutante (BSR67), die GFP
ektopisch unter demomG Promotor exprimieren, wurden bei 37 °C in Kompeteadium angezogen. Zwei
Stunden nach Eintritt in die Stationarphase wurder dProzentsatz der GFP-positiven Zellen
fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Aus drei unalgigen Experimenten wurde der Mittelwert dieses
Prozentsatzes und die Standardabweichung bestimmt.
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4. Diskussion

4.1 Die Charakterisierung der Thermotoleranzentwicklungin B. subtilis

In diesem Teil der Arbeit wurde die Thermotoleramwnecklung in B. subtilis genauer
untersucht. Unter Thermotoleranz versteht man, dasten, die zuvor einem milden
Hitzeschock ausgesetzt wurden, nun normalerwedleh@ Temperaturen tberleben kénnen.
Dabei wird vermutet, dass wahrend des milden Hifzesk, die Expression von Proteinen
des Proteinqualitatskontrollsystems induziert walegh zur Entwicklung der Thermotoleranz
beitragen konnen (168, 290, 291). Hier konnte ggzaeerden, dass das durch den milden
Praschock ausgeldste bessere Uberleben unter leigelstalen Temperaturen mit einer
verminderten  Aggregatentstehung korreliert. Dabei iesen Proteine  des
Proteinqualitatskontrollsystems, wie DnaK, die A Pase CIpC, die AAA-ATPase ClpX
und die Protease CIpP nur einen kleinen beziehugigswkeinen Einfluss auf diese unter
Thermotoleranzbedingungen verminderte Proteinaggiey auf. Wider Erwarten konnte
sogar ein gegenteiliger Effekt fir das ClpXP Preésystem beobachtet werden. Zellen,
denen dieser Proteasekomplex fehlte, wiesen einginggee Hitze-induzierte
Aggregatentstehung auf, wobei dies auf die Akkutmades transkriptionalen Regulators
Spx, der eigentlich eine wichtige Rolle bei derdativen Stressantwort spielt, zurtickgefuhrt
werden konnte. Auch die Induktion der Proteindisisbmerase TrxA, deren Expression
durch Spx reguliert wird, oder Wachstum unter aplaen Bedingungen war ausreichend, um
Proteinaggregation unter letalen Temperaturen zwdenn. Zusammenfassend deuten diese
Ergebnisse daraufhin, dass Schutz vor oxidativemesSt unter Hitzebedingungen

Proteinaggregation verhindern kann.

4.1.1 Die Bildung von Aggregaten unter Thermotoleranzbedigungen

Durch Hitze ausgeloster Stress hat in der Zelletreiehende Konsequenzen, die auf
Proteinebene zu Missfaltung und Aggregation vomntiodabilen Proteinen fuhren (17, 18),
wobei Aggregate den geregelten Ablauf von Zellpssea stéren und zum Tod der Zelle

fuhren kénnen, wenn sie nicht abgebaut oder disaggnt und rickgefaltet werden (33). Um
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die Entstehung von Proteinaggregaten unter Thetsratbedingungen verfolgen zu
kénnen, wurden zwei Methoden etabliert. Zum einamden unlosliche Proteinaggregate
prapariert und mittels SDS PAGE und Western Bloalfse untersucht (Abbildung 6). Als
Modellprotein fur Proteinaggregate diente hierbei Blalatdehydrogenase, ein Protein, das
als Teil des Citratzyklusses die Reaktion von L-&alu Oxalacetat katalysiert (274) und, das
somit keinen Einfluss auf die Proteinqualitatskolr besitzt. Zum anderen wurden Marker
der Proteinaggregation an fluoreszente Proteinerfiest, um die Entstehung der Aggregate
in vivo beobachten zu kénnen. Als Marker dienten hierlzas kleine Hitzeschockprotein
IbpA auskE. coli, von dem bekannt ist, dass es an Aggregate lnadusion Bodies'binden
kann (275, 276) und wiederum die Malatdehydrogenass B. subtilis Ektopisch
exprimiertes IbpA lokalisierte in der Fusion an GHR&doch schon unter normalen
Bedingungen hauptsachlich in polaren Foci (Abbilgluf), was auch schon ik. coli
beobachtet werden konnte. Dazu wurde die Vermutwigestellt, dass einige fluoreszente
Proteinfusionen - unter anderem auch Fusionen AR Gdie Lokalisation von markierten
Proteinen beeinflussen und zu einer artifiziell@tiFEntstehung fihren kdnnten, die mittels
Immunfluoreszenz nicht beobachtet werden kann (ZZ&Jem konnte gezeigt werden, dass
IbpA in E. coli Aggregate verandern (51, 276, 292) und sowokHt.ircoli, als auch inB.
subtilis einen Einfluss auf die Thermotoleranzentwicklungidben kann (279) (A. Heinz,
Master Thesis). Daher wurde auf die MDH als weseendogenes, zur Aggregation
neigendes Markerprotein zurlckgegriffen, um die skafitung von Aggregatein vivo
beobachten zu koénnen. Dieses hat den Nachteil mladmrithmischen Phase schwach
exprimiert zu sein, da der Citratzyklus B. subtilis erst in der stationdaren Phase an
Bedeutung gewinnt. Jedoch konnte gezeigt werdesg DH in der friih-logarithmischen
Phase ausreichend vorhanden ist, um als Markeriemen (Abbildung 9). Dies beruht
vermutlich auf noch aus der Stationarphase anges#ssnMDH, welches die Zellen
aufgrund der wenigen Zellteilungen noch nicht alagethaben.

Da die unter Hitzeeinwirkung entstandenen Focilap&-GFP sowohl mit den MDH-GFP
Foci, als auch mit dunkleren Strukturen im Phasetrlst, die vermutlich Proteinaggregate
darstellen (81), ko-lokalisieren, scheinen sicldbailsin vivo Marker fur Proteinaggregation
zu eignen (Abbildung 7, 10, 11) . Somit konnte beiden Methoden gezeigt werden, dass
Zellen, die vor einem Hitzeschock, einem mildensBnédck ausgesetzt wurden, deutlich
weniger Aggregate entwickelten als Zellen, die did letale Temperaturerhéhung nicht
vorbereitet wurden (Abbildung 6, 7, 10, 11). Dakennte generell beobachtet werden, dass
durch den Préaschock sowohl die Expression von Gbapa wie DnaK und HtpG, als auch
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von Komponenten des Proteasekomplexes wie ClpPC Qipd McsB induziert wurde
(Abbildung 6).

Damit wird die Vermutung unterstiitzt, dass durateri milden Hitzeschock die Expression
von Proteinen induziert wird, die wahrend einesléet Hitzeschocks die Entstehung von
Aggregate verhindern kénnen oder bereits entstanfieinigefaltete Proteine abbauen oder
ruckfalten kbnnen.

Zudem konnte gezeigt werden, dass sich eine Erpgshirase nach den erhdhten
Temperaturen sich nur positiv auf die Aggregatmeaggwirkte, wenn diese Zellen vorher
durch den Praschock auf den wirklichen Hitzescheatbereitet wurden (Abbildung 12).
Dieser Effekt der Aggregatabnahme zeigte sich udadly von Protein-Neusynthese
wahrend der Erholungsphase. Dies unterstitzt disaAme, dass der Praschock zu einer
Induktion von Proteinen fuhrt, die aggregierte Pirm@ disaggregieren und rickfalten

beziehungsweise degradieren konnen.

4.1.2 Der Einfluss des Proteinqualitdtskontrollsystems afidie Entwicklung der
Thermotoleranz im Hinblick auf Proteinaggregation

Das Ziel weiterer Experimente war es, Proteine Besteinqualitatskontrollsystems zu
identifizieren, die bei der erniedrigten Proteinaggtion unter Thermotoleranzbedingungen

eine Rolle spielen kénnten.

4.1.2.1 Der Einfluss der AAA+ ATPase CIpC auf die Proteinagregation unter
Thermotoleranzbedingungen

Die Ergebnisse zeigten, dass die AAA+ ATPase Clphdn Einfluss auf die Menge der
unter Thermotoleranzbedingungen entstanden Aggrdgdte (Abbildung 13).

Da bekannt ist, dass ClpC zusammen mit ClpP Ctsf, Repressor der Klasse Il
Hitzeschockgene, degradiert und somit die Exprassan unter anderem ClpC selbst und
ClpP und damit eine schnelle Hitzeschockantwort emdéglicht (160, 163, 164), war dies
nicht zu erwarten. Zuséatzlich konnte in mehrerend®h beobachtet werden, dass ClpC
zusammen mit ClpP an der Degradation von Aggregdagdeiligt ist und vermutlich alleine
Aggregation verhindern (77, 79, 83) und moglicheseeAggregate rickfalten kann (83).
Dazu passt die Beobachtung, dass ClpC nach eindmeddhock an den Aggregaten

lokalisiert ist (Abbildung 6). AuBerdem konnte gegeverden, dass es eine Rolle bei der
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Thermotoleranzentwicklung spielt, was vermutlichf alie verzbgerte oder schwache
Expression der Klasse Ill Hitzeschockgene zurtdizign ist (eingereichtes Manuskript, A.
Heinz Master Thesis).

In Bezug auf die im Vergleich zum Wildtyp nicht éHte Hitze-induzierte Proteinaggregation
in der clpC Mutante besteht jedoch die Mdglichkeit, dass amdé¢spl00/Clp Proteine und
Chaperonsysteme die Funktion von ClpC lUbernehmemé und damit den negativen
Effekt, den die Deletion mit sich bringen solltegnkpensieren. Dariiber hinaus kann ein
indirekter Effekt derclpC Mutation auf die Hitzeschockantwort, der auf dariplexe Rolle,
die diese AAA+ ATPase in verschiedenen regulatbead\Netzwerken spielt (90, 91, 94, 160,
163, 164), zurtckgefihrt werden kénnte, nicht assiglessen werden.

Ist CIpC zusammen mit ClpP an der Degradation vooteihen beteiligt, die bei der
Hitzeschockantwort oder Entwicklung der Thermotater eine Rolle spielen, wirde dipC
Deletion zu einer erhbhten Menge dieser Proteif@efiy die moglicherweise vor den
weitreichenden Konsequenzen eines letalen Hitze&shschitzen kénnen. Ein Beispiel
hierfir konnte die Argininkinase McsB sein, welchen ClpC in nicht-gestressten Zellen
inhibiert wird (162). Fehlt nun ClpC, kann McsB sohvor einem Hitzeschock aktiv als
Adaptorprotein CtsR, den Repressor der Klasse itkddchockgene, binden und stort somit
die CtsR-DNA-Interaktion. Dies fuhrt zu einer leieh Induktion der Klasse |li
Hitzeschockgene, die die Zellen schon auf den mwdgdimden Hitzeschock vorbereiten
konnte. Hiermit kdnnte auch erklart werden, warumn fehlende Expression von ClpC den
Zellen unter letalen Temperaturen eine verbesd#strlebensrate ermdglicht (eingereichtes
Manuskript, A. Heinz Master Thesis).

4.1.2.2 Der Einfluss des Chaperons DnaK auf die Proteinagggation unter
Thermotoleranzbedingungen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die DelgtomnaK nur einen schwachen negativen
Effekt auf das Thermotoleranzverhalten ausiubt @rgightes Manuskript, A. Heinz Master
Thesis). Auch auf die Entstehung von Aggregateernifihermotoleranzbedingungen konnte
nur ein geringer Einfluss dainaK Mutation nachgewiesen werden (Abbildung 14). Die
dnaK-defizienten Zellen, entwickelten nach 30 Minutexi 53 °C nach dem Préaschock ein
gegeniiber den Wildtyp Zellen nur leicht erhdhtegukgatlevel. Eine Uberexpression von
DnaK und des GroEL, die durch die Deletion von Hrakfen Repressor der Klasse |

Hitzeschockgene erreicht wurde (154), fuhrte zwaemem geringeren Aggregatlevel nach
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einem letalen Hitzeschock. Die Hitzeresistenz kenjdoch nicht in dem MalRe erhoht
werden, wie durch die Gabe eines Praschocks, dlikomamen ausreichend fur die
Entwicklung der Thermotoleranz im Bezug auf dietBiraggregation schien (Abbildung 16).
Dies steht in Einklang mit Uberlebenskurven, dier neine geringe intrinsische
Thermotoleranz dehrcA Mutante vermuten lieBen (135) (A. Heinz, Masteedik). Somit
wird suggeriert, dass damaK Operon zwar an der Entwicklung der Thermotoleraie,zu
einer verringerten Proteinaggregation unter Hitesst fihrt, beteiligt ist. Jedoch scheinen
auch andere Gene, die bei 48 °C induziert werdaayu deizutragen, die Zelle vor dem
Hitzeschock und der damit verbundenen, massivenfdfeimg und Aggregation von
Proteinen zu schiden. Dies war zu erwarten, da die Deletion von Dnd#s zwar als
Chaperon an der Rickfaltung fehlgefalteter Prote@teiligt ist (30-34) und zusatzlich
Aggregation verhindern kann (36) und daher auclHn mgen Hitzeschock zusammen mit der
unléslichen  Proteinfraktion lokalisiert  (Abbildung6), nur einen moderaten
temperatursensitiven Phanotyp Bn subtiliszeigte (52), wahrend dies . coli zu einem
signifikanten Wachstumsdefekt fuhrte (53). Diesrkanm einen damit erklart werden, dass
DnaK in E. coli an der Regulation der Hitzeschockantwort beteisgt(54, 55) und zum
anderen zusammen mit der AAA ATPase ClpB, wel&hesubtilis nicht besitzt, grolRe
Proteinaggregate auflésen kann (42). Daher kanmwet werden, dass B. subtilisanders
als in E. coli der Degradation von fehlgefalteten Proteinen urgfyrAgaten eine weitaus
bedeutendere Rolle zukommt als Ruckfaltung von weesten und aggregierten Proteinen
(5). Dies konnte auch durch die UntersuchungeneanZetllen declpC/dnaK Doppelmutante
hervorgehoben werden, die nach dem Hitzeschock enm@ssive Ansammlung von
Aggregaten aufwiesen, wobei der positive Effekt @leermotoleranz nicht mehr beobachtet
werden konnte (Abbildung 15).

4.1.2.3 Der Einfluss der Argininkinase McsB auf die Proteiraggregation unter
Thermotoleranzbedingungen

Die hier erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hass dlie Argininkinase McsB keinen
Einfluss auf die Proteinaggregation unter Thernetnizbedingungen und unter Hitzestress
nimmt (Abbildung 17). Da McsB jedoch an der Indoktider Klasse Il Hitzeschockgene
beteiligt ist, indem es bei der Inaktivierung despRessors CtsR eine Rolle spielt, war dies
nicht vorauszusehen. Zusatzlich konnte durch weitexperimente gezeigt werden, dass
McsB fiir die Entwicklung der Thermotoleranz von Betling ist, da das Uberleben von
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mcsBdefizienten Zellen, die einem milden Hitzeschocsgesetzt waren nach dem letalen
Hitzeschock beeintrachtigt war (eingereichtes Ménpg. Dies deutet darauf hin, dass die
Klasse Il Hitzeschockgene notwendig fur die EnkMiog der Thermotoleranz sind, jedoch
nicht unbedingt fur die verminderte Aggregationasrnthermotoleranzbedingungen bendétigt
werden. Moglicherweise kann dies durch andere Korapten des
Proteinqualitatskontrollnetzwerks kompensiert wardBies steht auch in Einklang mit den
Daten, welche durch dpC Deletion hervorgebracht wurden.

MDH-YFP und IbpA-CFP wiesen in dieser Mutante ginerst ungewohnliche Lokalisation
auf. Schon vor dem Hitzeschock konnten extrem heilé grol3e, polare Foci bestehend aus
MDH-YFP und IbpA-CFP beobachtet werden, deren Assesich nach dem Hitzeschock
wenig anderte (Abbildung 17C).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Entstehung diesgypischen Foci nicht geklart
werden. Da sie jedoch in Zellen auftauchen, diehri@nem Hitzeschock ausgesetzt waren,
scheinen diese Foci keine durch Hitze entfaltetéer @aggregierten Proteine zu enthalten.
AulRerdem ergab sich bei der Betrachtung der Phaséalstbilder eine zum Wildtyp
ahnliche Aggregatzunahme nach dem letalen Hitzegclibe nach Gabe des Praschocks um
einiges schwécher ausféllt. Zudem zeigt die Prdjparader unléslichen Fraktion dieser
Mutante (Abbildung 17A) keine aul3ergewohnlich velnbe Aggregatbildung bei 37 °C. Da
diese Foci-Entstehung im Wildtyp-Stamm, der dieiojlen Fusionen exprimiert und den
gleichen Bedingungen ausgesetzt wurde (Abbilduny fhicht beobachtet werden kann,
scheint dieser Phénotyp abhangig von der fehlerifigoression von McsB zu sein. Aus
diesen Grunden kann auch ausgeschlossen werden,edasich hierbei um ein Artefakt
handelt. Moglicherweise besteht ein Zusammenhangschen dieser ungewoéhnlichen
polaren Foci-Bildung und der Rolle von McsB bei derflosung des Kompetenzapparates,
der sich aus zahlreichen cytosolischen und Memluigatdisierten Proteinen an den Zellpolen
bildet (92).

In diesem Fall ist die Auflésung jedoch abhangig er Degradation durch die Protease
ClpP im Komplex mit entweder CIpE oder ClpC. Bestalso wirklich ein Zusammenhang,
missten exprimiertes MDH-GFP oder IbpA-GFP in dd#pP Mutante auch &hnlich
aussehende Foci bilden. Dies konnte im Fall von MBIFP jedoch nicht bestatigt werden
(Abbildung 18C). Im Gegensatz zeigt der Stamm, IdpA-GFP Xylose-abhéngig imlpP
Hintergrund exprimiert, sehr viele und sehr stdtoreszierende Foci (Abbildung 18D).
Damit scheint ClpP zusammen mit McsB an der Aufiigsder IbpA-GFP bildenden Foci,
wobei IpbA moglicherweise ein Substrat von ClpPstilt, beteiligt zu sein.
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4.1.2.4 Der Einfluss des ClpXP Proteasekomplexes auf die &reinaggregation
unter Thermotoleranzbedingungen

Das Fehlen des ClpXP Proteasekomplexes zeigte $dweskeres Uberleben (eingereichtes
Manuskript, A. Heinz Master Thesis) als auch veeme Bildung von Proteinaggregaten
unter extremen Hitzestressbedingungen (Abbildung 119. Dieser Effekt war fur die
Protease ClpP etwas starker ausgepragt als fikAler ATPase ClpX. Dies lasst vermuten,
dass die Deletion von ClpX teilweise durch andereAA ATPasen kompensiert werden
kann. Diese Ergebnisse widersprachen bestimmtemriimgen, da sowohl ClpP, als auch
ClpX eine bedeutende Rolle in der Proteinqualidgisiolle zugeschrieben wird. In diesem
Sinne spielt ClpX zusammen mit ClpP eine wichtigell® in der Degradation von
unvollstandig translatierten Proteinen (97).

Daneben ist ClpP zusammen mit ClpC oder ClpX, wikos mehrfach erwéhnt an der
Regulation der Klasse Il Hitzeschockgene betei{ifi0, 163, 164) und ist dariber hinaus
imstande fehlgefaltete Proteine zu degradieren{9/83). Damit Gbereinstimmend konnte in
der clpP Mutante beobachtet werden, dass sich die Aggresyagen kontinuierlich mit der
Zeit, die sie letalen Temperaturen unter Thermaoaoizbedingungen ausgesetzt war, erhéhte
(Abbildung 18B). Auch spricht die starke Lokalisatidieses Proteins an der unldslichen
Proteinfraktion flr eine Beteiligung an der Verhendng der Aggregation unter
Thermotoleranzbedingungen (Abbildung 6), worausclgessen werden kann, dass ClpP
durchaus eine gewichtige Rolle bei der Proteint¢itakontrolle spielt. Einer der
unmittelbaren, vermutlich indirekten Effekte delpP-Deletion &ufRert sich dahingegen in
einer deutlich verminderten Menge von Proteinagapesg in diesen Zellen, die Hitzestress
ausgesetzt waren. Dies ist wahrscheinlich daratifckzufiihren, dass ClpP zusatzlich zu der
Rolle, die es in der Proteinqualitatskontrolle irtmegt, an vielen regulatorischen Prozessen
beteiligt ist (58).

Auch ClpX ist unter Thermotoleranzbedingungen hséghlich an der Aggregatfraktion
lokalisiert (Abbildung 6), so dass auch fur die AAAATPase auf eine Rolle in der
beobachteten Verminderung von Proteinaggregaterer ufithermotoleranzbedingungen
geschlossen werden kann. In der Mutante scheisedieinktion von ClpX jedoch durch
regulatorische Effekte Uberdeckt zu sein.

Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse daradéizs,der ClpXP Proteasekomplex einen
Faktor negativ reguliert, der als Stressregulatoras d Zelliberleben unter

Hitzestressbedingungen sichert und zusatzlichyt@solische Proteinaggregation verhindert.
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4.1.3 Der Transkriptionsfaktor Spx und die Rolle von oxidativen Stress in der
Entstehung von Proteinaggregaten unter Hitzestress

4.1.3.1 Spx scheint als moglicher Kandidat fur denclpX- und clpP Phanotyp unter
Thermotoleranzbedingungen verantwortlich zu sein

Der durch das Fehlen des ClpXP-Proteasekomplexebabbtete positive Effekt auf das
Uberleben und die Aggregation unter Hitzestressisthm direkten Zusammenhang mit
Spx, dem globalen Regulator der oxidativen Stressah zu stehen. Spx wurde urspriinglich
als Suppressor derlpP und clpX Mutante identifiziert (65) und stellt ein Substdieses
Komplexes dar (100) wobei es idlpP- und in clpX-defizienten Zellen akkumuliert
(Abbildung 18, 19). Dabei wird die Stabilitdt vomxSposttranslational Gber regulatorische
Proteolyse durch CIpXP reguliert, wobei das Adgmimtein YjbH die Degradation
beschleunigen kann. In diesem Zusammenhang koeatigy werden, dass das gleichzeitige
Fehlen von Spx und ClpX beziehungsweise ClpP erneute deutlich erhdhte
Proteinaggregation (Abbildung 21, 22) und schleeste Uberleben (eingereichtes
Manuskript) unter Thermotoleranzbedingungen aufivdiddes deutet darauf hin, dass der
beobachtete Phénotyp delpP- und clpX Mutation auf die reduzierte, hitze-induzierte

Proteinaggregation und das verbesserte Zelluberlgtgachlich Spx-vermittelt ist.

4.1.3.2 Spx als Regulator der Hitzeschockantwort

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression yonsswohl unter aeroben als auch
anaeroben Bedingungen durch Hitze induziert weirkeam (Abbildung 6) und dasspx
defiziente Zellen extrem Hitze-sensitiv sind undnk&€hermotoleranzverhalten mehr zeigen
(eingereichtes Manuskript). Zudem konnte mittelscidarrays gezeigt werden, dass ein
grof3er Teil von Genen, deren Transkription untegriffotoleranzentwicklung verandert wird,
unter direkter oder indirekter Kontrolle von Spelst (eingereichtes Manuskriph. Heinz
Master Thesis, (105), woraus geschlossen werdem, kiass das Spx Regulon auf irgendeine
Weise die durch einen Hitzeschock vermittelte tkaptionalen Veranderungen unter
Thermotoleranzbedingungen beeinflussen kann. DiEsgebnisse lassen somit eine
Beteiligung von Spx an der HitzeschockantwortBinsubtilis vermuten. Wie zu erwarten,
konnte fur Spx ein Effekt auf die hitze-bedingteghgpgation nachgewiesen werden. Fehlte
der Transkriptionsfaktor, reichte die Gabe des dPr@sks nicht mehr aus, um die
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Aggregatbildung unter letalem Hitzestress zu vedain (Abbildung 20). Andererseits
konnte ein erhdhtes Level an Spx, das durch diestkdhe Induktion eine Proteolyse-
resistenten Variante oder durch verminderte Degi@ua Uber die Deletion des
Adapterproteins YjbH geschaffen wurde, vor der t&isng von Proteinaggregaten unter
Hitzestressbedingungen schitzen (Abbildung 23, 24)diesem Zusammenhang wurde
eindeutig ausgeschlossen, dass Spx die Aggregadanff durch das Proteinqualitats-
kontrollsystem verstarkt (Abbildung 25).

Jedoch reicht die erhdhte Menge von Spx nicht euZellen das Aggregationslevel unter
Hitzestress auf das Niveau zu senken, das durchndlfen Préaschock erreicht werden
konnte. Diese Daten deuten also darauf hin, dasseSgentiell aber nicht ausreichend fur die
Verhinderung der Proteinaggregation wahrend derrmib®leranzentwicklung ist, da in
diesem Zusammenhang ein erhéhtes Level an Spx aerhé8 °C Praschock ersetzen kann.
Dies ist vermutlich auf die Induktion von anderema@eronen und Proteasen im Rahmen des
48 °C Préaschocks zurtckzufiihren, die ebenso zuldermotoleranzentwicklung beitragen
kénnen. Jedoch kann Spx eine sehr bedeutende &voliler Thermotoleranzentwicklung im
Hinblick auf das Uberleben und der Proteinaggregatiugeschrieben werden, wahrend das
Fehlen von Proteasen, wie des ClpCP Komplexes walerChaperonen, wie zum Beispiel
DnaK eher einen kleineren Einfluss haben (Abbildu8gl14).

4.1.3.3 Proteinoxidation kann unter Hitzestress durch die hduktion von Spx
verhindert werden

Als Transkriptionsfaktor kontrolliert Spx ein grai&egulon an Genen, von denen einige
bedeutend fur die Aufrechterhaltung der Redoxb@&amxl der Schwefelhomeostase der Zelle
sind (102, 104, 183, 184). Da Spx zusatzlich ddrateiligt zu sein scheint, die hitze-
induzierte Proteinaggregation cytosolischer Pretem vermindern, liegt die Vermutung
nahe, dass aufgrund von Hitze zellulare Proteinfangen zu entfalten und oxidativ
beschéadigt werden, was dann zum Beispiel zu eatecHen Ausbildung von Disulfidbriicken
oder irreversibler Carbonylierung dieser Proteiiteén kann. In der Tat war es mdglich eine
erhohte Carbonylierung cytosolischer Proteine rginem letalen Hitzeschock B. subtilis
und damit oxidative Schadigung dieser nachzuwef{sébildung 26A). Wurden die Zellen
auf den Hitzeschock durch die Gabe eines Praschawkereitet, zeigte sich ein geringeres
Level an carbonylierten Proteinen (Abbildung 26Ba in diesen Zellen die Proteine auch zu
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einer geringeren Aggregation neigen, liegt ein ZAus&nhang zwischen oxidativer
Schadigung von Proteinen und Entstehung von Piadgiegaten nahe.

In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass Carbamygjecine irreversible Modifizierung
von Proteinen darstellt, die dabei zu einem waeitérerlust der Integritat des Proteins flhrt
(170) und maglicherweise als Signal fungiert, bésiogte, aber noch losliche Proteine eher
durch das Proteasesystem der Zelle zu beseitigensi@ durch molekulare Chaperone
rickzufalten (176). Unter Hitzestress entsteht ¢gbdmoglicherweise eine so grofl3e Anzahl an
fehlgefalteten, carbonylierten Proteinen, dass edidée Kapazitdt des Proteasesystems
ausschopfen und daraufhin anfangen Aggregate zerbilAggregate aus stark oxidierten
Proteinen prasentieren sich als schlechte Subginatias Proteasesystem und scheinen dieses
sogar zu inhibieren (293). In diesem Sinne warmeéglich, dass oxidative Modifizierungen
die Behebung der Fehlfaltung oder Rickfaltung dieBeoteine erschweren und die
Aggregatentstehung erleichtern.

In Ubereinstimmung damit konnte beobachtet werdass Spx die Menge an carbonylierten
Protein unter Hitzestress- und Thermotoleranzbentiggn beeinflussen konnte (Abbildung
26E-J). Dabei bewirkte ein erhéhtes Level an Sps, @htweder durch die Deletion vdpP
(Abbildung 26E) oderclpX (Abbildung 26F) oder durch die Induktion der Pabyse-
resistenten  Spx-Variante  (Abbildung 26H) erreicht urde, eine geringere
Proteincarbonylierung nach einem Hitzeschock, diteemnem geringeren Aggregationslevel
korrelierte. In derspx Mutante konnte der entgegengesetzte Effekt beddiacherden
(Abbildung 26G), wobei der positive Einfluss, denlpX und ClpP auf die
Proteincarbonylierung aufwiesen, durch die zusételiDeletion von Spx aufgehoben wurde,
so dass sich das Carbonylierungslevel in den Dopgehten im Vergleich zur
Einzelmutante unter Thermotoleranzbedingungen bigfiérhohte (Abbildung 26 1, J). Diese
Auswirkungen, die das Level der Proteincarbonyhegrauf die Aggregatentstehung unter
erhohten Temperaturen hat, schienen spezifiscBaxizuriickgefihrt werden kénnen. In der
hrcA Mutante, die unabhéngig von Spx durch Uberexprasgan GroEL und DnaK eine
verminderte Proteinaggregation unter Hitzestredwias (Abbildung 16), wurde das Level
der Proteincarbonylierung nicht beeinflusst. Daggelen beide Chaperone vermutlich nur
bei der Verhinderung der Entfaltung und bei der KRaltung von noch nicht oxidierten
Proteinen eine grofRe Rolle. Einmal entfaltete unddierte Proteine kdnnen sehr
wahrscheinlich nicht mehr so einfach riickgefaltetden und missen degradiert oder durch

redoxspezifische Chaperone erneut reduziert werden.
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Diese  Ergebnisse sprechen dafiur, dass die Induktieon Spx unter
Thermotoleranzbedingungen zu einer erhéhten Exipres®n redoxspezifischen Enzymen
fuhrt, welche die Oxidation von unter Hitzestresfateten Proteinen verhindern und damit
die Ruckfaltung oder Degradation dieser erleichtavobei die irreversible Bildung von
Aggregaten verhindert wird.

Betrachtet man jedoch den Oxy-Blot in den Wildtyglé&n, fallt auf, dass diese schon unter
normalen Bedingungen einen sehr hohen Grad anifgatbonylierungen aufwiesen. Die
Zunahme nach dem Hitzeschock konnte zwar detektiemtien, sie fiel jedoch nicht deutlich
aus (Abbildung 26A-G). Daher stellte sich die Frage unter Verwendung dieses Kits
wirklich nur Proteincarbonylierung detektiert wendeln diesem Sinne deuteten frihere
Untersuchungen daraufhin, dass die Méglichkeit digstdass mit dieser Methode falsche
Menge an Proteincabonylierung detektiert wird. beviet al. konnte zeigen, dass das
Erscheinen von Carbonylgruppen kein Beweis fir atw@ Modifizierungen ist, da
Glykierungen, also nicht-enzymatische Glykosyligram, auch solche Gruppen an
Aminosaurereste hangen kann (294). AulRerdem kagezeigt werden, dass Thiole, wie zum
Beispiel Dithiothreitol odef-Mercaptoethanol, die nach Herstellerangaben deseveleten
Oxy-Blot Kits dem Lysepuffer zugefligt werden missam Oxidation der Proteine nach der
Zelllyse zu vermeiden, das Proteincarbonyllevelfiziell erhbhen kdonnen (295). In dieser
Studie konnte zudem gezeigt werden, dass Lagerengmben in Anwesenheit von Thiolen
nach der Derivatisierungsreaktion zu kinstlich eangten Carbonylwerten fihren kann. Da
in dieser Arbeit jedoch das Proteincarbonyllevedtimemter Mutanten untereinander oder mit
dem Wildtyp verglichen wurden, kdnnen zueinanddatinge, valide Aussagen getroffen
werden. Jedoch konnte der hier bestimmte Oxidagtafiss von Proteinen nach einem
Hitzeschock durch andere Methoden, wobei massetrspaiirische Untersuchungen in

Betracht gezogen werden kénnten (296), zusatzhstéhigt werden.

4.1.3.4 Schutz vor oxidativem Stress kann die hitze-induziée Aggregatentstehung
verhindern

Die Uberwachung des Oxidationsstatus der Zelle isthesomit auch unter
Hitzestressbedingungen essentiell zu sein und ussfl auf die Entstehung von
Proteinaggregaten nehmen zu koénnen. In Ubereinstigndamit konnte gezeigt werden,
dass das, durch Spx regulierte Enzym Thioredox®ATADbbildung 23, 24) (104), welches

den intrazellularen Redoxstatus der Zelle konedlli(196, 197), in der Lage war, die
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Aggregation von Proteinen unter todlichen Tempeeatizu reduzieren (Abbildung 27). Dies
lasst vermuten, dass Hitzestress den intrazellulRexloxstatus stort, was zu einer oxidativen
Schadigung von Proteinen fuhren kann. In Einklazgid konnte bereits im Rahmen friherer
Studien gezeigt werden, dass TrxA, wie Spx auahtmur durch oxidativen Stress, sondern
auch durch andere Stressarten, wie Hitze und Elhashaziert wird (Abbildung 6) (105, 185,
199). Erhohte Level an Thioredoxin kdnnten gestesBs subtilisZellen dabei untersttitzen,
den nativen und reduzierten Status ihrer zellul&eteine aufrechtzuerhalten, indem es mit
Disulfiden oder Thiolgruppen von fehlgefalteten teneen, die mdglicherweise im Rahmen
des Hitzestress oxidiert wurden, interagiert. Diggnnte zu einer Verhinderung der
Aggregation der oxidierten Proteine fiihren (297)Ubereinstimmung hiermit konnte &
coli gezeigt werden, dass die Redox-regulierten ChapeHsiO (Hsp33) oder YajL (DJ1)
vor Proteinaggregation, die durch oxidativen Stragsgelost wird, schitzen kénnen (298—
300). Uberdies fiihrte die Uberexpression der Supadismutase SodA (272) oder der Alkyl
Hydroperoxid Reduktase AhpF (301), zweier Enzyme,Zkllen vor den Auswirkungen des
oxidativen Stresses schitzen kdnnen, zu einemgemtien Menge an Proteinaggregatef.in
coli, die wéahrend des normalen Alterungsprozess odechdéntibiotika, welche die
Translation beeintrachtigen kdnnen und dadurchtriaidlatierte Proteine hervorbringen,
akkumulierten. Zusétzlich zeigtela. coli Zellen als Antwort auf einen Hitzeschock eine
erhdhte Superoxiddismutase Expression (302). Isgsarderweise wird die Transkription von
Homologen dieser erwdhnten, durch Redoxstressieegul Chaperone und Enzyme (HslO
(yacQ), YaiL (yfkM, yraD, AhpF @hpF), SodA (2£dA)) in B. subtilisdurch Spx kontrolliert
(eingereichtes ManuskriptA. Heinz Master Thesis, (105). Zuséatzlich konnteBn coli
beobachtet werden, dass Thioredoxine mit fehlgefaitund denaturierten Proteinen, ahnlich
wie molekulare Chaperone, interagieren und entwddekt ihre Ruckfaltung fordern oder
andere Chaperone dabei unterstiitzen konnten. Bidsatat zeigte sich als unabhangig von
ihrer Disulfidisomerase-Aktivitat (297, 303).

Ein weiterer interessanter Punkt ist, dass TrxAdeygensatz zu Chaperonen oder Proteasen,
also anderen Proteinen, die eine Rolle bei der iMdenung von Aggregation unter
Hitzestress spielen, nach einem Hitzeschock nithder unldslichen Fraktion lokalisiert ist
(Abbildung 27C), wobei dadurch suggeriert wird, IdsxA seinen schitzenden Einfluss nur
auf noch l6sliche und nicht schon auf bereits agjgrée Proteine ausiben kann.

Im Einklang mit der Beobachtung, dass scheinbar $ehutz vor oxidativem Stress

Aggregation unter Hitzestressbedingungen verhinétarm, entwickelten Zellen nach einem
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Hitzeschock weniger Aggregate, wenn sie anaerobetinBungen ausgesetzt waren und
somit kein Sauerstoff fur die Atmung zu Verfugungns! (Abbildung 28).

Somit wird durch die vorangegangenen Ergebnissgeatdllite Hypothese, dass die Hitze-
induzierte Entstehung von Proteinaggregaten dur@heiStoff und der damit maoglichen

oxidativen Schéadigung begunstigt wird, durch diagen unterstitzt.

4.1.3.5 Ursachen fur die hitze-induzierte oxidative Schadigng von Proteinen und
die Aktivierung von Spx durch Hitze

Nun stellte sich allerdings die Frage, worin diesashe flr die oxidative Beschadigung von
Proteinen unter Hitzestressbedingungen liegt. lesain Zusammenhang wurde die
Entstehung eines sekundaren, oxidativen StressesrschiedeneBacillus Arten vermutet,
der durch Hitze, aber auch durch andere Stressawien zum Beispiel die Gabe von
Antibiotika ausgelost werden kann (178, 304-30&b& werden moglicherweise Proteine
der Atmungskette durch den Stress geschéadigt (W&8,demnach zu einem erhdhten Level
von reaktiven Sauerstoffspezies fiihrt, wobei deshrHitzestress iB. subtilisexperimentell
bestatigt werden konnte (304). Auch konnte untereamben Bedingungen keine Produktion
von ROS nach einem letalen Hitzeschock nachgewiesgden, wobei die untersuchtén
cereusZellen zusatzlich resistenter auf diese erhohtenpegaturen reagierten (305). Somit
besteht die Méglichkeit, dass ClpX und YjbH dur@ndiurch Hitze ausgeldsten, oxidativen
Stress inaktiviert werden, was zu einer schnell@bifisierung und Akkumulation von Spx
fuhren wirde (101, 190, 191). Zusatzlich konnteeggzwerden, dass erst die oxidative
Bildung einer N-terminalen intramolekularen Disdbricke Spx als transkriptionaler
Aktivator anschaltet (184, 193, 194). Auch dies mi@nmittels dieses sekundar entstehenden
oxidativen Stresses ermoglicht werden.

Weitere Daten weisen jedoch darauf hin, dass digative Schadigung von Proteinen durch
zum Beispiel Carbonylierung auch in Abwesenheit vder Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies stattfinden kann, wobei davogeysgen wird, dass Substrate entstehen,
die anfallig gegentber oxidativen Angriffen sind 91 180). Dabei ist die Oxidation stark mit
der Produktion fehlerhafter Proteine, die zum Beisplurch Hitzeeinwirkung ausgelost
werden kann, assoziiert (179).

In Einklang damit beobachtete Ling et al, dass Axgiypcoside, eine Gruppe von Antibiotika,
die die Translation storen kdnnen, zu einem ermhevel an carbonylierten Proteinen und
Proteinaggregaten i&. coli fuhrten, wobei dies nicht auf eine gesteigerte ikdbildung

zurtckzufihren war, sondern auf die Fehlfaltungdal synthetisierter Proteine und die
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Destabilisierung von Proteinen, die Aggregationhustern kdonnen (301). Eine Hitze-
vermittelte Stabilisierung von Spx konnte in diesEall durch die Auslastung der ClpXP
Protease mit den unter Hitzestress akkumuliererielelgefalteten und entfalteten Proteine
erklart werden (77). Die oxidative Aktivierung v@px unter Hitzeeinwirkung ohne einen
sekundér auftretenden oxidativen Stress zu begnjngiestaltet sich schwieriger. Da Spx
jedoch fir das Austiben seiner Funktion als Trapsknsfaktor aktiviert werden muss und
dies auch durch eine erhéhte Expression von Trx¢h ranem Hitzeschock gezeigt werden
konnte (Abbildung 6), scheint das Cytosol nach é&iawirkung einen gewissen Grad an
Oxidation aufzuweisen. Moglicherweise reicht auchos der Sauerstoff unter normalen
Bedingungen aus, um Spx zu oxidieren. Um dies dilefdnd zu bestimmen, musste in
weiteren Experimenten der intrazellulare Oxidatrwséand nach einem Hitzeschock
bestimmt werden. Eine Mdéglichkeit ware, eine Redersitive Variante von GFP in das
Chromosom zu klonieren. Die fluoreszenten Eigerfsehalieser Varianten verandern sich,
wenn Disulfidbriicken zwischen den eingeschleustgstéihen geschlossen werden. Somit
erlauben sie die Visualisierung des Oxidationsstatuder Zelle (307, 308), wobei dies schon
erfolgreich inB. subtilisgetestet werden konnte (200).

Die erhaltenen Ergebnisse lassen folglich vermudass der Transkriptionsfaktor Spx nicht
nur an der Aufrechterhaltung der Schwefelnomdostagsed des intrazellularen
Redoxzustandes beteiligt ist, sondern auch eineutedde Rolle spielt, den Einfluss des
intrazellularen Oxidationsstatus auf die Proteifidgitakontrolle im Rahmen der

Hitzeschockantwort zu bestimmen und zu reguliei®4 (193, 194).

4.2 Die Rolle des Chaperons HtpG und seine Bedeutungrfdie Evolution

in Prokaryoten

In dem zweiten Teil dieser Arbeit wurden evolutimm®rozesse, die zur Anpassung an Stress
fuhren, genauer betrachtet. Zufallige Mutationemeihalb einer Population fihren wahrend
der Evolution zur Selektion genetisch an dieseresStrbesser angepasster Varianten.
Trotzdem sollte ein schitzendes System vorhanden welches den Organsimen trotz der
genetischen Variation eine normale Entwicklung gaest (6). In Eukaryoten wurde in
diesem Zusammenhang das molekulare Chaperon HdpAtifiziert, welches in der Lage ist
genetische Variabilitat abzupuffern (8, 9). Balates HtpG weist zwar eine hohe Homologie

zu eukaryotischem Hsp90 auf (126), trotzdem korsgme Funktion bisher noch nicht
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eindeutig aufgeklart werden. Im Rahmen dieser Arbeirde daher die Bedeutung des
Chaperons HtpG fiB. subtilisndher beleuchtet und eine mdgliche Funktion idwgianaren
Prozessen experimentell untersucht und diskutiert.

In diesem Sinne wurde HtpG biochemisch und in sdtuaktion als ATPase charakterisiert,
wobei sich die Bestimmung des Oligomerisierungsna#s als schwierig herausstellte. In
Einklang mit eukaryotischen Hsp90 und HtpG &lscoli wies HtpG eine sehr schwache
ATPase-Aktivitat auf.

Die Charakterisierung einiger Doppelmutanten efflitgc dass das gleichzeitige
Vorhandensein von ClpC und HtpG fir die Aufrechéditng des Wachstums sowohl unter
normalen, als auch unter Hitzestressbedingungememaolig ist, wobei dieser Effekt nicht auf
der Vermeidung erhdhter Aggregatentstehung berdhiteh konnte keine direkte Interaktion
zwischen CIpC und HtpG nachgewiesen werden. Jedobkint HtpG mit Proteinen, die
beim Stoffwechsel vonB. subtilis eine Rolle spielen, mit ribosomalen Proteinen,
Triggerfaktor und der RNA-Polymerase in Wechselwig zu stehen.

Der Einfluss von HtpG auf die Adaptation an ein@stbmmten endogenen und exogenen
Stress wurde mittels experimenteller EvolutioBirsubtilisnaher untersucht. Wahrend durch
erhohte Salinitdt der exogene Stress geschaffedeytnestand der endogene Stress aus der
Deletion des Gens fur die Formyltransferase, eitgmym das eine Uberaus bedeutende
Rolle in der Proteinbiosynthese vdh subtilis spielt. Einen Einfluss von HtpG auf die
Evolution in B. subtiliskonnte unter Verwendung der experimentellen Evofutaufgrund
von maschinell- und Zeit-bedingten Beeintrachtiggmgicht eindeutig bestimmt werden.
Weiterhin wurde die Hypothese aufgestellt, dassCGHtim B. subtilis mdglicherweise
Auswirkungen auf bistabile Systeme hat, indem eskdioder indirekt Einfluss auf Faktoren
nimmt, deren Schwankungen es ermdglichen die Geassion zu steuern. Dies konnte

jedoch im Rahmen dieser Untersuchungen ausgesehlagsden.

4.2.1 Biochemische Charakterisierung des molekularen Charons HipG

Um den Oligomerisierungszustand von HtpG Zu besemm wurden
Gelfiltrationsexperimente durchgefiihrt (Abbildung)2wobei gezeigt werden konnte, dass
HtpG ausB. subtilisvor und nach ATP-Zugabe nach dem gleichen Volurmnder Saule
eluierte, was darauf hindeutet, dass ATP keineffli&s auf den Oligomerisierungszustand
von HtpG hat. Es stellte sich jedoch die FragediebMethode der analytischen Gelfiltration
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geeignet ist, den Oligomerisierungsgrad von HtpGoestimmen, nachdem das in diesem
Experiment ermittelte Molekulargewicht von HtpG dmin groRer als erwartet ausfiel. Fur
HtpG auskE. coli konnte gezeigt werden, dass es in der meisteraleDimer vorliegt (308).
Aufgrund der hohen Konservierung wurde dies auchHfijpG ausB. subtilisangenommen.
Unter Verwendung dieser Methode wurde jedoch eelhitiass HtpG eher als Tetramer oder
sogar Pentamer vorliegt. Allerdings geht die Methatkr analytischen Gelfiltration von
globularen Molekilen aus. Nicht globuldre Proteimeisen kein zu ihrer Grol3e perfektes
Elutionsverhalten auf, wodurch sich die Berechndeg Molekulargewichts als schwierig
gestalten kann.

Mittels Bestimmung der Kristallstruktur konnte jethogezeigt werden, dass es sich bei HtpG
auskE. coli nicht um ein globulares Protein handelt (129) diet ist auch fir HtpG auB.
subtilisanzunehmen. Zudem ist bekannt, dass es sich p& Hitn ein hochflexibles Protein
handelt, wodurch es sich noch weit entfernter vem @ylobularen Zustand befinden kann.
Daher sollte auf andere Methoden zuriickgegrifferdes, um den Oligomerisierungszustand
von HtpG zu bestimmen. Dabei eignet sich zum Belsgdie Methode der analytischen
Ultrazentrifugation, da hierbei die Oberflache der bestimmenden Molekile keine Rolle
spielt und das Molekulargewicht exakt bestimmt veerélann.

Fur die Bestimmung der ATPase-Aktivitdt wurde einziin-gekoppelter Assay, der die
Akkumulation von ADP ausschliel3t, herangezogen. ARlRde HtpG binden und dieses
inaktivieren (286). Die Umsetzung von ATP konntettets der Michaelis-Menten-Kinetik
beschrieben werden (Abbildung 30). Aul3erdem komy@eeigt werden, dass HtpG aBs
subtilisin Ubereinstimmung mit Hsp90 aSs cerevisaend HtpG ausk. coli (130, 287) eine
sehr schwache ATPase-Aktivitat aufweist. Da HtpG EBucoli eine grofie Homologie in der
Aminosauresequenz zu HtpG ads subtilis besitzt, konnten diese Ergebnisse darauf
hinweisen, dass beide auch in ihrer dreidimensand&truktur aus einer ATP-Binde-, einer
mittleren und einer Dimerisierungsdomane hochkomser sind und, dass bei beiden
Chaperonen Konformationsanderungen eng an ATP-Bopdwnd Hydrolyse geknupft sind
(129).
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4.2.2 Die Bedeutung des molekularen Chaperons HipG fiB .subtilis

Wahrend Hsp90 in Eukaryoten essentiell ist und beweutende Funktion als Regulator der
Zellfunktion ausibt (9), ist die Funktion von HtpGB. subtilisnoch nicht eindeutig geklart.
Eine Deletion vonhtpG zeigte weder unter normalen Bedingungen noch uBteess
Auswirkung auf die zellularen Funktionen (135). \Wsttimsexperimente, in denen tipG
Mutante und HtpG Trap, eine Variante von HtpG, aliégrund eines Basenaustausches nicht
in der Lage ist, ATP zu hydrolysieren, mit versdaieen Mutanten, die iB. subiliseinen
Einfluss auf die Proteinqualitatskontrolle habeombiniert wurden, zeigten im Kombination
mit DnaK (Abbildung 32) und ClpP (Abbildung 33) ken Effekt.

Bei gleichzeitigem Fehlen von ClpC und HtpG konBtesubtilissein normales Wachstum,
sowohl unter normalen Bedingungen, als auch untézebiressbedingungen, nicht
aufrechterhalten (Abbildung 34). Dies deutet ddrenjfdass HtpG auf direkte oder indirekte
Weise, also Uber andere Proteine, die sowohl Saibstron CIpC, als auch von HtpG
darstellen, mit ClpC zusammenarbeitet. Eine dirélktechselwirkung mit ClpC konnte
jedoch unter Verwendung von Ko-Immunoprazipitatexperimenten ausgeschlossen werden
(Tabelle 16, 17). Eine mdgliche Erklarung fur dasnmale Wachstumsverhalten bei 48 °C,
ist, dass diese Temperatur einen milden Hitzescluacktellt, der zu der Hochregulierung
zahlreicher Chaperone und anderer, fur die Pratailit§tskontrolle wichtiger Proteine fuhrt,
die den Effekt der Doppelmutanten kompensieren madnormalen Wachstum fuhren
konnten. Ein erhdhtes Level an Proteinaggregatiach rHitzeeinwirkung schien nicht der
Grund fur den Wachstumsdefekt zu sein, da dieeirclpC/htpG Doppelmutante eindeutig
ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 35), obwohlohl CIpC, als auch HtpG der
Gruppe der molekularen Chaperone zugeordnet wekdanen und zumindest fur ClpC
eindeutig gezeigt werden konnte, dass edBinsubtilis die Entstehung von Aggregaten
verhindern (83) und an Disaggregation und Ruckfgtbeziehungsweise Degradation
fehlgefalteter Proteine (77, 83) beteiligt ist.

Im Rahmen von Ko-Immunoprazipitations Experimentkonnten Proteine, die beim
Stoffwechsel vorB. subtiliseine Rolle spielen, ribosomale Proteine, Trigdeédiaund die
RNA-Polymerase als mdgliche Substrate (Clients) MyoG identifiziert werden. Eventuell
ist HtpG fur die Faltung dieser Enzyme, die am f8tethsel beteiligt sind, von Bedeutung.
Fehlt HtpG, ware es moglich, dass diese Aufgabeamateren Chaperonen, wie zum Beispiel
ClpC lUbernommen wird. Damit konnte der beobachWerchstumsdefekt declpC/htpG
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Doppelmutante erklart werden. Das Fehlen beiderp@iuwme konnte moglicherweise zur
Destabilisierung eines Proteins fuhren, das eimeltende Funktion im Stoffwechsel vBn
subtilis innehat, was letztendlich Auswirkungen auf dieldrggsrate des Bakteriums haben
konnte. Auch der fehlende Phénotyp eingrG Einzelmutante kdnnte hiermit erklart werden.
Eine Interaktion mit Triggerfaktor scheint auch hti@bwegig, da dieses Protein auch ein
Chaperon darstellt und eine Zusammenarbeit denkbare. Wechselwirkungen mit
ribosomalen Proteinen oder der RNA-Polymerase tledegauf hin, dass HtpG die
Transkription und Translation von Proteinen beesdgen konnte. Da trotzdem nicht
ausgeschlossen werden kann, dass diese identdiziBroteine trotz der Kontrollen nicht mit
HtpG, sondern den Beads interagieren und somitliagssitive Ergebnisse darstellen, sollten
diese Ergebnisse mittels weiterer Experimente izeit werden. Interessante Kandidaten
konnten zum Beispiel mit einem Tag aufgereinigt deer, wobei die Interaktion mit HtpG
beispielsweise uber in vitro Proteininteraktionsxpente oder der
Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie nadifgemrden konnte.

Um die Rolle von HtpG in der bakteriellen Zelle teeieinzugrenzen, konnten Microarray-
Analysen durchgefiihrt werden. Vergleicht man ddative mRNA-Level eines Stammes,
dem dashtpG Gen fehlt mit einem, der HtpG exprimieren kannpik&n Gene identifiziert

werden, deren Expression von HtpG beeinflusst werde

4.2.3 Der Einfluss von HtpG auf evolutiondre Prozesse iB. subtilis

Eukaryotisches Hsp90 besitzt eine duale Rolle, webeinerseits fir die Stabilisierung von,
fur die Entwicklung der Zelle wichtigen Proteinemter normalen Bedingungen von
Bedeutung ist (9) und andererseits eine wichtigekion bei der Ruckfaltung hitze-
geschadigter Proteine hat (124). Dadurch ist eirLage Veranderungen in der Umwelt auf
die zellulare Entwicklung zu Ubertragen, worauhsseine bedeutende Rolle in der Evolution
begriindet. Hsp90 agiert als evolutionarer Puffaeslbedeutet, dass dieses Chaperon der
Zelle erlaubt, Mutationen frei vom Selektionsdruzli akkumulieren, ohne dass diese
phanotypisch sichtbar werden. Unter veradnderten Eltbhedingungen kann Hsp90 diese
Mutationen nicht mehr abschirmen, wobei es zu eadtien, aber auch verschiedenen
entwicklungsbedingten Veranderungen kommen kaneleVidiese Veranderungen werden
sich negativ auf den Organismus auswirken. Die Waradie jedoch unter den veranderten
Umweltbedingungen einen positiven Effekt hat, wardgrund naturlicher Selektion bewahrt
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und setzt sich durch (249-251). In dieser Arbeitdeuuntersucht, ob HtpG as subtilis
auch als Puffer genetischer Variabilitat agieremrkalm Vorhinein konnte bereits
ausgeschlossen werden, dass HtpG einen EinflusdiauResistenzentwicklung gegenuber
Antibiotika, welche die bakterielle Proteinsynth@seibieren, hat (S. Braun, Master Thesis).
Dies konnte besagen, dass HtpG keinen Einfluss déeif vermehrte oder verminderte
Entstehung von Mutationen hat. StudienSatcharomyces cerevisiaad Candida albicans
konnten dahingegen zeigen, dass ein normales H4m@l die Entwicklung neuer
Resistenzen gegentber Antimykotika erméglicht (298 hier getesteten Antimykotika
inhibieren jedoch ein Protein, das daraufhin zueeitoxischen Intermediatbildung neigt.
Hsp90 verhindert in diesem Fall das Sterben dee®iiber die Faltung eines Client Proteins,
das Uber ein drittes Protein diese toxische Intdratleildung verhindert (256) und nicht Gber

eine gesteigerte Mutationsrate.

4.2.3.1 Untersuchungen des Einflusses von HtpG auf verscliene
Selektionsfaktoren unter den Bedingungen der expamentellen Evolution

Mit Hilfe der experimentellen Evolution ist es miafjl Evolution in Echtzeit zu beobachten.
Dabei kénnen jederzeit genetische Analysen durctgefverden. AuRerdem ist es mdglich
zu jedem Zeitpunkt wahrend des EvolutionsprozesBesben zu nehmen und zu
konservieren. Auch kann getestet werden, ob deruBigasprozess unter den gleichen
Bedingungen denselben Weg nimmt. Diese Eigenschaft@achen die experimentelle
Evolution zu einem wichtigen Mittel, um Evolutiorow Lebewesen besser verstehen zu
konnen. Hier wurde der mdogliche Einfluss von Htp@& Adaptationsprozesse, die durch
einen exogenen und einen endogenen Selektionstiersiorgerufen werden, wurde in der
»Genetic Maschirfe einer vollautomatisierten Maschine, die expemtedie Evolution ohne
die negativen Effekte der Biofilmbildung und deslggehenhalseffekts® ermdglicht,
bestimmt. Der Selektionsdruck kann in dieser Maseliutomatisch auf einen Level gehalten
werden, das nur von der Variante noch toleriertderrkann, die am besten angepasst ist. Als
exogener Selektionsdruck wurde eine erhdhte Safigewahlt, wobei diétpG Deletions-
und diehtpG Trap-Mutante mit dem Wildtyp auB. subtilisin der Fahigkeit sich an diesen
anzupassen, verglichen wurde. Die Kultur wurde IregBig mit einem Medium verdinnt,
dass sich mit dem Wachstum der Zellen kompatibigt ZBermissives Medium). Sobald die
Zelldichte der Kultur einen bestimmten Schwellenwvidrerschritt, wurde sie mit einem Puls

von ,nicht-permissiven Medium“ verdinnt. Dabei #®ll dieses Medium eine
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Salzkonzentration enthalten, die von der Kulturhhitoleriert werden kann. Durch dieses
Medium wird somit ein Selektionsdruck auf die Kultausgetbt, so dass genetische
Varianten, die eine hohere Osmolaritat erduldennkdn unter diesen Bedingungen einen
selektiven Vorteil geniel3en und schnell die weniggalz-toleranten Vorlauferzellen
verdrangen, um spater selbst durch ihre eigengpsaianteren Nachkommenschaft ersetzt zu
werden. Im ersten Lauf wurde fur das permissive iNtedeine Salzkonzentration von 0,4 M
NaCl gewahlt, da hier die Zellen noch eine ausendende Wachstumsrate in
Minimalmedium aufwiesen (Abbildung 37) und fir dasht-permissive 2,5 M NaCl. Da sich
eine Salzkonzentration von 2 M NaCl nicht kompdtiingé dem Wachstum voB. subtilis
Zellen zeigte, kann davon ausgegangen werden ed@ssSalzkonzentration von 2,5 M NaCl
auf jeden Fall nicht toleriert wird und somit geriid Druck austben kann (Abbildung 37).
Jedoch konnte ein Adaption ddéitpG Mutante an erhdhte Salzkonzentrationen nicht
beobachtet werden (Abbildung 38, 39). Es zeigtéd €m hoherer Verbrauch an nicht-
permissivem Medium im Vergleich zu dem permissikedium, was darauf zurtickgefuhrt
werden kann, dass die Salzkonzentration noch zimggangesetzt war, um die Kultur zur
Adaptation an héherer Salzkonzentrationen zu zwinga jedoch der Salzgehalt des nicht-
permissiven Mediums aufgrund der Gefahr der Kilisldung nicht noch weiter erhoht
werden konnte, wurde ein permissives Medium mitM HaCl verwendet.

Trotzdem wiesen alle getestetBn subtilis Stdamme eine nur sehr schwache Anpassung an
erhohte Salzkonzentration von 1,8 M -1,9 M NaCkitlichen Rahmen von 40 bis 70 Tagen
in der Evolutionsmaschine auf, wobei diese Salzkotrationen im Durchschnitt nach einer
Woche in der Maschine erreicht wurden (Abbildung £ine Mutation von HtpG zeigte kein
verandertes Anpassungsverhalten an die erhohteddakntrationen (Abbildung 41, 42). Die
verlangsamte Adaptation, die wahrend des LaufesVdi&dtyps beobachtet werden konnte,
beruhte sehr wahrscheinlich auf den bereits ervesthranfanglichen Defekt der Maschine.
Hier war die Zufuhr an permissivem Medium aufgrudes defekten Widerstandes stark
erhoht, wodurch die Dichte der Kultur kinstlich aihem niedrigen Level gehalten wurde.
Dies hatte zur Folge, dass weniger Pulse an nietrtigsivem Medium erfolgten, so dass die
Adaptation kinstlich verlangsamt wurde. Wie ber@tsvahnt konnte fir Hsp90 gezeigt
werden, dass es als genetischer Puffer die Spaipeund kontrollierte Freilassung
genetischer Variation erlauben kann (125). Ob @esh auf sein bakterielles Homolog
zutrifft, kann nach diesen Untersuchungen wedeitdligs noch widerlegt werden. Die
schnelle Adaptation an eine Salzkonzentration v@i1]9M ist vermutlich auf die normale

osmotische Stressantwort, zu der die Neusynthesé\kikumulation der kompatibel gelosten
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Substanz Prolin z&hlt, zurtckzufiihren (210, 211grnvutlich reicht diese Strategie B
subtilis noch aus, um diese erhohten Salzkonzentrationertolasieren. Die schnelle
Anpassung spricht eher nicht daftr, dass sich @im®e durch genetische Veranderungen an
die erhéhten Salzkonzentrationen angepasst halierirte genetische Adaptation musste die
Laufzeit und auch der evolutiondre Druck durch Bdwy der Salzkonzentration in der
,Genetic Machint vermutlich deutlich erhoht werden, wobei noch @i
Salzkonzentrationen in den Medium technische Proble aufgrund erhohter
Kristallisationsgefahr bereiten konnten.

B. subtilis scheint in diesem Zusammenhang im GegensatzEzucoli sehr hohe
Salzkonzentrationen ohne grofReren Aufwand tolarieme kbnnen. Um den Einfluss von
HtpG auf die Anpassung an erhdhte Salinitat mittkds experimentellen Evolution in der
»Genetic Machin® zu untersuchen, ware es daher sinnvoll &ufcoli als Organimsus
zurtickzugreifen Dieser Organismus konnte auch tseeefolgreich in derGenetic Machine

an erhdhte Salzkonzentrationen angepasst werdeR.(M. Khlaf, Dissertation).

Eine Deletion des Gens fir die Formylase, einesyisz das eine wichtige Rolle bei der
Proteinbiosynthese in Bakterien spielt, fihrt zueeierniedrigten Wachstumsrate (Abbildung
43) und stellt damit einen Stressfaktor dar. Hiemrde der Einfluss von HtpG auf die
Adaptation an diesen endogenen Selektionsdruck Maevendung der Genetic Machiné

in B. subtilisuntersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dagsdie Deletion von HtpG
negativ auf den Adaptationsprozess der MutationFdemylase auswirkte (Abbildung 44C).
HtpG-Trap, eine Variante von HtpG, die ATP nichthméydrolysieren kann, zeigte wider
Erwarten im Vergleich zum Wildtyp keinen Unterschia der Anpassung an die Formylase-
Mutante (Abbildung 44C). Die Verwendung dieser Muéa basierte eigentlich auf der
Hypothese, dass mogliche Substrate, die mit Htp&ruATP-Bindung interagieren und
eigentlich wahrend der Hydrolyse erneut freigesettden, wie es fur den eukaryotischen
ATPase-Zyklus von Hsp90 gezeigt werden konnte, gelvunden oder gefangen bleiben und
ihre Funktion ebenfalls nicht mehr austben konn@omit ware es moglich, dass ein
maoglicher Effekt, der durch HtpG verursacht wirdittets dieser Variante verstarkt wird.
Aufgrund dieser Ergebnisse, die nur einen Effektdi&@ Deletion von HtpG, aber nicht fur
die HtpG Trap Mutante zeigen, stellt sich die Frage die Funktion von HtpG nicht von
seiner ATPase-Aktivitdt abhangt. Dies ist jedocfgaund der Homologie zu eukaryotischen
Hsp90 (126) sehr unwahrscheinlich.

Schon der Vergleich unterschiedlicher Laufe vonichen Mutanten macht deutlich, dass

Adaptation in der Genetic Machin€ unterschiedlich verlaufen kann (Abbildung 44A,.B)
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Diese wird beeinflusst durch unterschiedliche &aaf3Bedingungen, wie zum Beispiel
Druckunterschiede zwischen den unterschiedlicheafdrd kann aber auch durch die
Population selbst anders gestaltet werden. Dabesismoglich, dass sich in einer Population,
die Mutationen, die zum schnelleren Wachstum unahitsau einer besseren Adaptation
fuhren, friher entwickeln, als in einer anderen WRafmon, die den gleichen Bedingungen
ausgesetzt gewesen ist. Dies zeigt, dass Evoldtaim &hnlichen Ausgangsbedingungen
vermutlich nicht immer den gleichen Weg einnimminzti kommt, dass die experimentelle
Evolution derAhtpG Mutante leider nicht ein weiteres Mal wiederhokrden konnte, um
diese Effekte auszuschlieRen. Um maschinenbediagtfliisse auszuschalten, ware es
sinnvoll die experimentelle Evolution von MutanteduWildtyp parallel in einer Maschine
durchzufiihren. Der Adaptationsprozess konnte dalingkt verglichen werden, wobei der
Vergleich nicht durch dulRere Einflisse gestort wendtrde.

Auch im Rahmen dieses Experiments konnte somiEgifluss von HtpG auf die Anpassung
an einen endogenen Stressfaktor nicht eindeutignias werden.

4.2.3.2 Probleme der experimentellen Evolution

Wie schon erwahnt erwies es sich als aul3erst sdgwibe Evolution verschiedener Stamme
mittels experimenteller Evolution trotz ahnlicheruggangsbedingungen zu vergleichen.
Selbst wenn der maschinenbedingte Einfluss durch Beispiel die Durchfihrung zweier
experimenteller Evolutionen in einer Maschine, asstaltet wird, besteht die Mdglichkeit,
dass die Anpassung unter einem bestimmten Selskitiock immer unterschiedliche Wege
einnehmen kann (Abbildung 44A, B). Damit ware egélee unmoglich den Einfluss eines
Faktors mittels experimenteller Evolution auf evmoére Prozesse zu bestimmen. Da
Bakterien jedoch eine extrem hohe Teilungsrate dachit eine grof3e Populationsdichte
aufweisen, ist die genetische und damit auch dénptypische Variabilitdt im Vergleich zu
Eukaryoten deutlich erhdht und nicht gleichbleibheAdis diesem Grund kénnte es sich
problematisch gestalten mdgliche Einflisse, wie Baispiel von HtpG, auf genetische oder
phanotypische Veranderungen nachzuweisen, besondarssie eher gering ausfallen.

Ein weiteres Problem der experimentellen Evolugogab sich aus dem durch die Maschine
angewendetencpnditional pulse-feed Regifhevelches den Selektionsdruck automatisch auf
einem Level hélt, das gerade noch von der besttiad@m Variante toleriert werden kann.

Hierdurch wird die Kultur namlich dauerhatft in degarithmischen Phase gehalten und passt
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sich im Laufe der Zeit daran an. In diesem Zusanimraeg konnte festgestellt werden, dass
die Induktion von Stationarphasenprozessen, wie Bampiel die Kompetenzentwicklung
sich fur die Stamme, die langere Zeit in d&epetic Machineadaptierten, zum Problem
wurde (Abbildung 45). Damit besteht die Mdglichkeiass auch weitere Prozesse, die in der
Stationarphase stattfinden, in diesen Stdmmen mestdd. Dies konnte die weitere
Charakterisierung dieser Stamme eindeutig erscmveder muss zumindest bertcksichtigt

werden.

4.2.3.3 Der Einfluss von HtpG auf bistabile Systeme

Zusatzlich wurde die Rolle von HtpG auf bistabilgst®@me untersucht (Abbildung 46).
Nachdem eukaryotisches Hsp90 die Faltung bestimn®eoteine, einschliel3lich
Transkriptionsfaktoren unterstiitzt und dadurch Gpression und somit evolutionare
Prozesse beeinflussen kann, wurde die Hypothesgesteflt, dass HtpG iB. subtilis
maoglicherweise direkt oder indirekt Einfluss aufktesen nimmt, deren Schwankungen es
ermoglichen die Genexpression zu steuern und sAostvirkungen auf bistabile Systeme
hat. In diesem Zusammenhang wurde untersucht, p@& ldie Schwankungen der Expression
des Masterregulatorgens, dessen Uberschreiten &Sohsvellenwertes das System der
Motilitdt, der Sporulation und der Kompetenzentvieclg anschaltet, beeinflussen kann. Dies
konnte jedoch fir keines der drei bistabilen Systetvestétigt werden. Jedoch ist
maoglicherweise das Zahlen der GFP-positiven Zeflendiese Art der Untersuchung zu
ungenau sein, was auch teilweise durch die hohand&tdabweichungen deutlich wurde.
Daher ware es sinnvoll, den Anteil der fluoresziden Zellen mittels Durchflusszytometrie
(FACS, /Fluorescence Activated Cell SortingZu bestimmen, um somit den Einfluss von

HtpG auf die Bistabilitat deutlich exakter ermittedu kénnen.

4 3Fazit

Die zellulare Stressantwort ist fur alle Lebewes®m essentieller Bedeutung. An vielen
Beispielen kann aufgezeigt werden, wie eng einz8lmessantworten miteinander verkntpft
sind, wobei im ersten Teil dieser Arbeit unter Vendung des ModellorganismBs subtilis

ein Zusammenhang zwischen der Hitzeschock- undxidiativen Stressantwort hergestellt
werden konnte (Abbildung 47). Hitzestress fuhrt Emtfaltung und Aggregation zelluléarer
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Proteine. Chaperone wie DnaK oder GroEl, dieBinsubtilisdurch den Repressor HrcA
reguliert werden, helfen bei der Proteinfaltungjem sie fehlgefaltete Proteine rickfalten
oder einfach an der Aggregation hindernBlnsubtilisspielt das Chaperonsystem gegentber
dem Proteasesystem eine untergeordnete Rolle beiHdeeschockantwort, wobei hier
gezeigt werden konnte, dass die Hitze-Induktion dridativen Stressantwort auf3erst
bedeutend fur die Aufrechterhaltung der Proteinhmstese unter Hitzeeinwirkung zu sein
scheint. Anhand der vorliegenden Ergebnisse kodigtdHypothese aufgestellt werden, dass
Proteine, die aufgrund eines Hitzeschocks entfaltetidativ geschadigt werden. Hierbei
konnte nicht eindeutig bestimmt werden, ob dieselaivve Schadigung auf einem durch
Hitze ausgelOsten, sekundéaren oxidativen Stresahteer oder ob fehlgefaltete Proteine
anfalliger gegentber Oxidation sind. Oxidation kamn Carbonylierungen oder an
Schwefelresten zu der Bildung inkorrekter Disulfidtken an Proteinen fuhren, die weiterhin
nicht-native Proteinkonformationen stabilisiereneindkovalente Vernetzung zu anderen
fehlgefalteten Proteinen beginstigen kdonnen. Sdiegt es nahe, dass diese oxidativen
Modifizierungen die Behebung der Fehlfaltung odéclRaltung dieser Proteine erschweren
und die Aggregatentstehung erleichtern. Die unitzedtress beobachtete Akkumulation von
Spx, dem globalen Transkriptionsfaktor der oxidativGtressantwort, dessen Regulation auf
die Degradation durch das CIpXP Proteasesystemhteneranlasst die Expression
redoxaktiver Enzyme, wie zum Beispiel TrxA. Dabénkten diese redoxaktiven Enzyme die
Konformation der durch Hitze fehlerhaft gefaltetBnoteine stabilisieren, indem sie mit
Disulfiden oder Thiolgruppen dieser, die moglicheise im Rahmen des Hitzestress oxidiert
wurden oder Gefahr laufen, oxidiert zu werden, redeeren und somit der Bildung von
Proteinaggregaten entgegenwirken .

Diese Proteine kénnten dann wiederum durch das €2bapystem rickgefaltet oder durch
das Proteasesystem (ClpCP, ClpXP, CIpEP), wobeichieh Hinweise auf eine Regulation
durch Spx vorliegen (105), degradiert werden. DiBsebachtungen sind mdglicherweise
auch auf eukaryotische Organismen anwendbar und ltersol bei
Proteinfehlfaltungserkrankungen bedacht werden.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Addion an einen dauerhaften Stress naher
untersucht. Normalerweise zeigen sich lebende Bstehr robust gegentber Mutationen,
was bedeutet, dass die Mutationen normalerweisagbyy@isch nicht in Erscheinung treten.
Aufgrund von Stress kann diese Robustheit jedocktoge werden, wobei genetische
Variabilitdt phénotypisch sichtbar wird und nun detirlichen Selektion unterworfen ist.

Molekulare Chaperone spielen eine Rolle bei dertdirfaltung und kénnen damit zur
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Stabilitat von Proteinen beitragen. Daher wurd@8étracht gezogen, dass Chaperone zu der
Robustheit beitragen kdnnen, indem sie dafiir sordess Proteine trotz Fehlern auf der
genetischen Ebene korrekt gefaltet werden. SobliesEntstehung einer gréReren Anzahl an
Genotypen mdoglich. Bei Stress sind Chaperone mit gfe3en Anzahl an entfalteten
Proteinen so uberlastet, dass die Fehler auf geheti Ebene nun Konsequenzen zeigen und
zu einer grofBeren Anzahl an Phanotypen fuhren.Hdigktion des bakteriellen Chaperons
HtpG konnte noch nicht eindeutig bestimmt werdeit. dén hier dargelegten Resultaten ist
eine prazise Aussage Uber die Bedeutung von Htp@Gidibakterielle Zelle und, ob HtpG aus
B. subtiliseine Rolle in evolutionaren Prozessen spielt, trmatiglich. Da HtpG in der Zelle

in so einem hohen Ausmal3 produziert wird und seamélog von so enormer Wichtigkeit
fur den eukaryotischen Organismus ist, wird es avieih von groRem Interesse sein die

Bedeutung dieses Chaperons fur die bakteriellee zeifzudecken.

214



Unfolded and

Matively folded proteins misfolded proteins Protein aggregates
heat &0z chaperones,
disaggregase

pr—
vaH C’PX CtSR
Hrch.____ldrmK

groE—» GroEL Cl p)(P c;sim’cs:. mcsB c:’pC

DnaK ClpCP A i clp

M(sB

ClpEP McsA

Chaperones Proteases

Removal

Repair D

- /
e -
* oxidized thiol groups "= ~
- -

Degraded proteins

Abbildung 47: Modell: Rolle der Proteinoxidation, Sx, TrxA und dem Spx Regulon im
Proteinqualitatskontrollsystem von B. subtilis. Chaperone und Proteasen erscheinen rot und Regnidtlau.
Nativ gefaltete Proteine (,Natively folded protengdie durch Hitze (,heat”) und Sauerstoff (;p geschadigt
werden, entfalten (,Unfolded and misfolded prot&insvobei sie an ihren Thiolgruppen oxidiert (,okédd
thiol groups) werden und dazu tendieren Aggreg#teofein aggregates”) zu bilden. Chaperone (,Chapes*)
wie zum Bespiel DnaK und GroEL sind daran beteifedtlgefaltete Protein durch Rickfaltung zu repane
(,Repair’), wahrend Proteasen (,Proteases") wie Rerspiel ClpXP, ClpCP und CIpEP fehlgefaltete B
degradieren (,Removal“). Spx, der globale Trandioipsfaktor der oxidativen Stressantwort, akkumtilf@ch
Hitzeeinwirkung und bewirkt die Hochregulation redktiver Enzyme wie TrxA, welche die durch Hitze
ausgel6sten oxidativen Beschadigungen an Proteiegmnindern oder reparieren und somit der Bildung vo
Proteinaggregaten entgegen wirken kénnten. (teslvadaptiert von (62))
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