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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Bei dem weit verbreiteten, Graipositiven BakteriunBacillus subtilibandelt es sich um einen dam
besten charakterisierte@rganismen. Drei Faktoren haben insbesondere zur Etablierung.\surbtilis
als Modellorganismus beigetragen: 1.) die einfacbeajische Manipulierbarkeit und Handhabung im
Labor, II.) das Interesse aallularenDifferenzierungsprozessemie der Bildung von Endosporend

) die biotechnologische Bedeutung v@acillusArten. Deshallsind die zellularen Komponenten,
wie Protene, Metabolite und regulatorische RNAs, und physiologischen Prozess8.sahtilis
einschlieBlichseiner Anpassungsmechanismen a&erschiedeneNahrstoff und Stressbedingungen,
bereits sehr gut charakterisiertm Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit sta die Anpassung der
Genexpression voB.subtilisan hyperosmotische Bedingungen, mit denen das Bakterium in seinen
natlrlichen Habitaten haufig konfrontiert ist.

Die Konstruktiorgenomreduzierter Stamme ist ein Ansatz, die Interaktionen zwischen deméref
Komponenten sowie die Funktion aller Proteine und funktionelRNAs eines Organismus besser zu
verstehen. Das MiniBacillusProjekt verfolgt das Ziel,durch schrittweise Deletion aller nicht
essentiellen genomischen Regioneinen B. subtilisStamm zu entwickelrder mit einem minimalen
Set an Genen in komplexen Medien wachsen kémeiner von der Arbeitsgruppem Prof. J. Stllke
(GeorgAugustUniversitatGottingen) koordinierten Studierfolgte die bisher umfassendste Muiti
Omicsbasierte Chrakterisierung von genomreduzierten Stdmmen. Bigei analysiertenStamme
wiesen eineGenomreduzierung vona. 35 % auf Im Rahmerder vorliegenden Arbeitvurden das
Transkriptom der Stamme im Vergleich zum Ausgangsstammunter Verwendung von
strangspeziichen TilingArrays untersucht sowie phanotygsche Merkmale der Zellemittels
Fluoreszenzmikroskopie analysidbie Studie lieferte wichtige Befunde zur Verteilung delukren
Translationskapazitat und zeigteibpielsweisedasger Anteil der esseillen Proteine am gesamten
Proteom in den dreB.subtilisStammen groRRer als 3B ist, wahrend Proteine mit unbekannter
Funktion weniger als % des Proteoms ausmachen. Weiterhin wurden die Auswirkungen der
Deletionen auf digGenexpressiomnd den Metabolisnus untersucht, wobeisich die Unterschiede
zwischen den genomreduzierten Stdmmen und dem Ausgangsstaomm grof3ten Teil mit
Veranderungen der Menge oder der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren erklaren lassen. Die Multi
OmicsStudie trug nicht nu zum besserenVerstandnis de zellularen Netzwerkebei, sondern
identifizierte auch Ansatzpunkte fir die gezielte Deletion weiterer genomischer Bereiche.

Eine weitere Transkriptomanalyse wurde im Rahmen eines Projektedemirbeitsgruppe um Prof.
J. Siilke zur Charakterisierung der physiologischen Rolle des sekundaren BotenstifssMP
durchgefihrt.c-di-AMP ist ein essentielles Signalnukleotideler Bakterien das bei Grampositiven
Organismen eine wichtige Rolle bei der zellularen Kallomoostas spielt, aber auch weitere
Funktionen wieden Zellwandnetabolismusbeeinflusst. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Genexpressionsmuster dé&s subtilisStammes 168 und einer Mutante, diedeAMP nicht abbauen
kann, miteinander verglicherym die Auswirkimgen einer Akkumulation vondi-AMP auf globaler
Ebenezuuntersucten. Zu den starksten Effekten gehorte die Repression der beiden Operoriér die
die Biofilmbildungentscheidend sind. In weiteren Experimenten in Goéttingen wurdeemigm nicht
domestizerten Stammgezeigt, das$.subtilisbei hohen intrazellularen-di-AMP-Konzentrationen
keinen Biofilm ausbilden kann.

Bbenfalls imRahmereines Kooperationsprojektes mit der Arbeitsgruppe um Prof. J. Skiilkee eine
Transkriptomanalyse durchgefiihrt, uglen Zusammenhang zwischen Veranderungen der -DNA
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Topologieund dem Glutamatstoffwechsel voB.subtilis aufzuklaren Der Ausgangspunkt dieser
Analyse waren Studien der Gottinger Arbeitsgruppe zzemtralen Regulato der KohlenstoH
Katabolienrepression CcpA, dessen Inaktivierung ddzhrt, dassB.subtilis Glutamat nicht selbst
synthetisieren kann. Die Ursache daflr ist die konstitutive Expressiormod€sGens, das einen
negativen Effektor deSranskriptionsaktiators GltCkodiert. BestimmteSupressormutanteidie ohne
Zugabe von Glutamat wachsen kdnnen, besitzen aufgrund einer Punktmutatitwp&¥Gen eine
hyperaktive Form der Topoisomerase |, die mit einer Reduktion des negativerSije¢tcoilings
verbunden it In der durchgefihrten Transkriptomanalyse wurden mehr als 1100 Gene identifiziert,
die in der ccpA topAnpe-rMutante eine im Vergleich zuccpAMutante verénderte Expression
aufwiesen. Die damit verbundenen Auswirkungen auf das metabolische NetzwerB.sgabtilis
fuhren dazu, dasRocGseine regulatorische Funktion nicht mehr austiben kann und GItC dadurch in
der Lage ist, die Transkription des GlutarBatsyntheseOperonsgltABzu aktivieren. Insgesamt hat
die Studie Verbindungen zwischen der BR#bologie und dem metabolischen Netzwerk gezeigt, die
unter physiologischen und biotechnologischen Aspekten von Interesse sind.

Um ein Absinken des Turgors unter hyperosmotischen Badgen zu vermeiden, akkumulieren
BakterienkompatibleSolute im ZytoplasmaB. subtiliskann mit Hilfe voritinf osmotisch induzierbare
Aufnahmesysteme (OpuA bis OpuEngl.osmostresgrotectantuptake) mindestens 15 verschiedene
osmoprotektive Substanpeaus der Umgebung aufnehmenielaus einem Genduplikationsereignis
hervorgegangenen Transporter OpuB und OpuC weisenSzaeienzhomologie von Uber 90auf,
unterscheiden sich aber dennoch deutlich hinsichtlich ihres Substratspektdfdarend OpuB
weitgehend spezifisch fir das GlydetainVorlaufermolekulCholin ist, kann der Opdansporter
eine Vielzahl an verschiedenen Substanzen, einschlie3lich Btzim und Cholin, aufnehmen. Fir
dasopuBOperon wurde in einevorangegangenefranskriptomstuge ein Antisensdranskript mit

der Bezeichnung S1290 identifiziert, welcle@se starketransiente Induktion nach Einwirkung eines
Salzschocks zeigte. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die bioinformatisch vorhergesagte
Abhangigkeit der Sl129%xpres®n vom dternativen RNAPolymeraseSigmafaktor SigB, dem
zentralen Regulator der generellen Stressantwort \Busubtilis experimentell bestétigt und die
potentielle regulatorische Rolle der asRighgl.antisense RNAuntersucht. Es wurde gezeigt, dass
die S129@asRNA fir die zeitlich verzogerte Induktion wpuBnach einem Salzschock verantwortlich
ist. Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, Blasbtilisdie effektive Nutzung dewvorhandenen
osmoprotektiven Suktanzen und deenergetischen Ressourcamreicht, indem zunachstorrangig

die Gene induziert werden, die fur dealativ unspezifischen OpdQansporterkodieren,und erst
danach die Synthese des Chealjpezifischen Transporte@puBaktiviert wird.

Neben der Akkumulation vonosmoprotektiven Substanzesind andauerndehyperosmotische
Bedingungen mivielen weiterenVerdnderungen der Genexpression und PhysiolegieB. subtilis
verbunden. Dazu zahlen unter anderem Veranderungezeliwandmetabolismusdie Induktion eine
Eisenlimitationsantwort,eine reduzierte Motilitdt und die Unterdrickungder Sporulatio. Um
zusatzliche Facetten der passungvon B.subtilis an ein kontinuierliches Wachstununter
hyperosmotisch@& Bedingungeraufzudecken, erfolgtan Rahmen dieser Arbedine globale Analyse
des Transkriptoms unter Verwendung strangspezifischer Aimgys. Der Vergleich der
Transkriptmengen unter Hochsalzbedingungen (1,2 M NaCl) und unter Standardbedingeigen
Veradnderungen deiExpression an mehr als einem Viertel der proteinkodierenden Gene sowie
zahlreiche nicht-kodierende RNAs.Es wurden bisher nicht bekannte Anpassungsreaktionen von
B.subtilisan hyperosmotische Bedingungen identifiziert, wie beispielsweise eine anhaltende nicht
maxmale Induktion des SigBegulons unceine erhdhte Expressio@ymRabhangiger Gene. Ein
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weiteres Ergebnis der durchgefiihrten Studie war, dass eine hohe Osmolaritat der Umgebung nicht nur
die Motilitat der B.subtilisZellen negativ beeinflusst, sondern augzhb einer stark verringerten
Biofilmbildung fuhrt.Die Akkumulation vowsmoprotektiven Substaen wie GlycinBetainwirkt der
Dehydrierung des Zytoplasmas entgegen, kann aber zellulare Prozesse auchinisthbilisierende
Wirkung auf Proteine und Nuwkhs&uren beeinflussen. Die genomweiten Effekte von GBetain auf

die Genexpression voB.subtiliswurden in dieser Arbeit zum ersten Mal untersuchit.Gegenwart

von 1,2 M NaCl und mM GlycinBetain wiesen 4060 der Gene, die unter Hochsalzbedingunga
Vergleich zur Kontrolle induziert waren, eine signifikant verringerte Expressiddaauhter befanden

sich Gene, die fur Oplufnahmesysteme kodieren, sowie viele Gene des -Bagilons.
Demgegentiber wirdie bei hohen Salzkonzentrationanterdriickte Expression der Sporulationsgene
durch die Supplementation des Mediums mit GlyBetain nicht aufgehoberDie Transkriptmengen

von 150 Genen waren durch Gly@etain sowohl unter Hochsakls auch unter Kontrollbedingungen
beeinflusst.Mit dieser Studie wurden umfassende Daten zur GenexpressionBvsubtilis unter
hyperosmotischen Bedingungen generiert, wodurch neue Facetten der zellularen Anpassung sowie
globale Effekte der osmoprotektiven Substanz GHagin aufgedeckt werden konnten.
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2. Einleitung

2.1 Bacillussubtilisals Grampositiver Modellorganismus

In Bezug auf die Biomasse dominieren prokaryotische und eukaryotische Mikroorganismen das Leben
auf der Erde. Sie besetzen fast jede 0Okologische Nische und Uberleben durch imee ho
Anpassungsfahigkeit selbst unter extremen Umweltbedingungen. Um diese Anpassungsfahigkeit und
das regulatorische Netzwerk der Zellen besser zu verstehen, sind Mikroorganismen Gegenstand
verschiedener aktueller Forschungsschwerpunkte. Dabei spielen nightpathogene Bakterien,
sondern auch eine Vielzahl apathogener Modellorganismen eine Rolle.

Bei dem stabchenférmigen, Grapositiven, endosporenbildenden BakteriBacillus subtilibandelt

es sich um einen dexm besten charakterisierte®rganismen. Edient als Modell fir die Gruppe der
GrampositivenBakterien mit niedrigem GGehalt (Firmicutes), zu der biotechnologisch bedeutsame
Organismen BRacillusArten und Milchsaurebakterien), aber auch wichtigéathogene wie
Staphylococcus aureuStreptococcupneumoniaeoder Listeria monocytogenegehéren Weiterhin

spielt B.subtiliseine wichtige Rolle als Referenzmodell fiir einfache Zelldifferenzierung und wurde in
vielen Studien hinsichtlich seines klar definierten Sporulationsprogrammes analysiert
[zusamnengefasst in:Piggotund Hilbert,2004; Yudkirund Clarkson2005. Zudem ermd@glicht die
genetische Kompetenz des Organismus eine einfache Manipulation des Genoms
[Hamoenet al., 2003]. Daher und aufgrund der relativ einfachen Kultivierung sowie der ausgepragten
Fahigkeit zur Proteinsekretion werd@&acillusArten (hauptsachlictB.subtilis Bacillus licheniformis

und Bacillus amyloliquefaciehi der Biotechnologieingesetzt,nsbesondere fir die Produktioron
Enzymen und pharmaeutisch wirksame®Rroteinen [Giet al., 2018].

Der natiirliche Lebensraum vdh subtilisumfasstdie Rhizosphéare und die oberen Bodenschichten.
Dieser Lebensraum hat zur Folge, dBssubtilisin der lage sein muss, sich an viele verschiedene
Nahrstoff und Stressbedingungen, bedingt durch die verschiedenen Umwelteinflisse, anzupassen.
Daher haben sich im Laufe der Evolution eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt, die das Uberleben
des Bakteriums si@nstellen. Die Basis fur die Analyse des zugrundeliegenden regulatorischen
Netzwerks bildete die durch ein europaigepanisches Gemeinschaftsprojekt vollstandige
Entschlisselung de®.subtilisGenoms [Kunsttal,, 1997]. Ein Jahrzehnt spéater erfolgte die
Resequenzierung durcBarbeet al. [2009 und im darauffolgendem Jahrzehnt die Reannotierung
durch Borriset al. [2018], so dass man heutzutage davon ausgeht, dass das Genom 4,22 Millionen bp
umfasst, welck fir mindestens 4.237 Proteine, 30 rRIN/AB6 tRNS, 95 weitere RNAsnd 88
Pseudogene kodieren. Auf der Basis dieses Wissens erfolgte dallieiée Analyse der
entscheidenden Ebene der bakteriellen Genexpressionsregulation, der Transkription, sowie der
weiteren in einem Netzwerk zusammenwirkenden Ebenen der-frasskriptionellen Regulation, der
Translation und der Regulation auf Proteiseb.

Insbesondere Transkriptomstudien mitHilfe von TilingArrays und Sequenzierungsmethoden
[Maderet al., 2011 sowie weitere bioinformatische Ansdtze und zahlreiche Folgestudien haben
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gezeigt, dasdasbakterielle Transkriptom viele der Merkmale aufweidie mit der Komplexitat des
eukaryotischen Transkriptoms einhergehen, einschliel3lich einer graReahl amichtkodierende
RNAgSorekund Cossart2010. Bakterielle regulatorische RNAs umfassiaieidrei Hauptklassen:
trans-kodierte sSRN#, einschlief3lich Proteinindender sRNAs, ekodierte asRNAand cisaktive 5'-
RNAElemente. InGram-negativen Bakterierbendtigendie meisten sRNAs das Hiipaperon, um
definiertemRNA zu regulierefiDeLayet al.,, 2013. Diese Thenenbereichist jedoch bei den meisten
Gram-positiven Bakterien einschlie3lidd. subtilis bisher sehr wenig untersuchDas gegenwartige
Wissen legt nahe, dass die RXgmittelte Regulation inB.subtilis hauptséchlichauf Elementean
innerhalb von 5UTR beruht, welche MetaboliterrabhangigeRiboswitches tRNA und Protein-
abhangige RNAwitches und Ribosomeivermittelte transkriptionelle Attenuierungssysteme
umfasse. In einer gro3 angelegternTilingArray-basierten 8idie erfolgte die Analyse des
Transkriptons von B.subtilis168 unter 104verschiedenenUmweltbedingungen. Dazu gehdren
beispielsweise didNutzungverschiedener Kohlenstoffquellen, aerobes und anaerobes Wachstum,
verschiedene  Stressbedingungen  Hochzelldichtd-ermentation sowie Sporulation,
Kompetenzentwicklung, Motilitat und Biofilmbildurjijlicolaset al., 2013. In dieser Studievaren

mehr als 9% aller Gene unter mindestens einer Bedingung exprimigutch bioinformatische
Analysen erfolgte die Identifikation eines umfassenden Repertoiraa Expressionsprofilen
Transkriptionseinheitenund die Einteilung einer Vielzahl von Promotoren entspredheter
Regulation durch verschiedene RRAlymeraseSigmafaktorenZudem fand die Identifizierung und
Klassifizierung void583 zuvor nichannotierten RNAs, darunter 8JTRs, sRNAs, asRNAs und neu
vorhergesagta CDS, statt. Dartiber hinaupubliziertenMarset al. [2016]eine detaillierte Darstellung

und eine weiterein-silico Charakterisierung aller identifizierten R¥&gmente,womit wichtige
Hinweise fir die funktionelle Charakterisierung regulatorischer RNABssirbtilis gdiefert wurden.

Trotz des Wissens (ber die genetischen und regulatorischen Komponenten von Modellorganismen
bleibt es ein zentrales Thema der Forschung, zu verstehen, wie eine lebende Zelle funktioniert. Daher
erfolgt die Analyse der Organismen meist unter genau defiieBedingungen, um die Komplexitéat

der Umwelteinfliisse zu verringern. In anderen Ansatzen wird der Organismus selbst hinsichtlich seines
Genoms reduziert oder aber die Aktivitat von spezifischen regulatorischen Proteinen gezielt verandert.
Im Rahmen diese Arbeit spielten alle drei Ansatze eine Rolle. Dabei stand die Analyse der
Transkriptionsregulation voB. subtilisunter hyperosmotischen Bedingungen im Vordergrund. Zudem
wurden Transkriptomanalysen einéopA-Mutante mit verandertem DN#Supercoiling ud eines
B.subtilis Stamms, welcher erhdhte Mengen des sekundéren BotenstofiEAMP aufweist,
durchgefuhrt. Im Rahmen deMiniBacillusProjektes erfolgte die Charakterisierung von zwei
B.subtilisStammen mit einer Genomreduzierung von ca%a5
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2.2 MiniBacillus- DasBacillus subtiligVinimalgenom-Projekt

2.2.1 Genomreduzierung als Moglichkeit, das zellulare Leben besser zu verstehen

Ansdtze zur Genom-Minimierung in Bacillus subtilis 168

Itaya & Tanaka Westers et al. Tanaka et al. m
Zwei Subgenome Genomreduzierung: 7.7% | Genomreduzierung: 25 % 146 Deletionen Genomreduzierung: 19 %
Morimotoet L

Genomreduzierung: 20 % Genomreduzierung: 36 %

-9 96— 9b b9 S99 ot >

Resequenzierung Definition von Reannotation
des Genoms. essentiellen Genen des Genoms

s DIErs 2§D

1997
2003
2007
2008
2013
2016
2017

1997
2003
2007
2009
2013
2014
2016
2018

Definition von Definition von Definition von Definition von
1. Genomsequenz essentiellen Genen essentiellen Genpaaren essentiellen Genen essentiellen Genen
m Kobayashi et al. Thomaides et al. Commichau et al. Reuss et al.

Abbildung1: Der Zeitstrahl zeigt einen Uberblick tiber die wichtigsten Erfolge von grof? angeRgiektenim
Zugeder GenomMinimierungin Bacillus subtili$68.

Wie zuvor erwahnt, ist eine Moglichkeit, das regulatorische Netzwerk eines Organismus besser zu
verstehen, die Komplexitat des Organismus zu verringern. Hierflr eignen sich besonders gut
Modellorganismen, bei denen man daher in verschiedenen Projekten eine Reduktion des Genoms mit
RSY w%iSt @2NHSy2YYSy KIF{ixX SAySy hNEIZgXaYdzz YAl
konstruieren. Diese Ansatze dienen dadie notwendigenFunktionen des zellularen Lebens und die
Interaktionder einzelneKomponenterbesserzu verstehenZudem werden solche Organismen auch

in der Biotechnologie als stark vereinfachte Zellfabrikeir Synthese von einfachen chemischen
Verbindungen bis hin zu sekundaren Metaboliten und heterologen Proteinen eingesetzt
[Trinhet al., 2008; Morimotoet al., 2008; Komatset al., 2010; Hacet al., 2013].

Fiir die Herstellung solcher Organismen gitkes SA @GSNBR OKA SRSy S { liotdmi SIA Sy =
upd dzy R 1 dzY topfdavBdinTirafegi@aBeretal., 2014]. Wahrend bei der ersten Strategie

ein Genom auf der Grundlage der essentiellen Gene synthetisiert [Blednund Szostak2014],

S NJF 2 £ 3 top-dovikAvisatzr eine Reduzierung des vorliegenden Genoms durch eine gezielte
Deletion von nicht essentiellen genomischen Regiddeihaset al., 2014; Choest al., 2014. Im Jahr

2nmc ¢ dzNRS  Bottan-upAndaiz Syénarierte 538b goRe MycoplasmamycoidesJC\
syn3.6Genom durch Hutchisonet al. [2016] veréffentlicht, welches fir 473 Gene kodiert.
Interessanterweise ist jedoch die Funktion von ca¥@der Gene dieses minimalen Genoms unbekannt
[Danchinund Fang2016]. Im GegensaR | T dz S NJF fop-dbirn8basefte/Genomreduktion in
verschiedenen Mikroorganismen wie beispielsweEeoli, Saccharomycegerevisiaeund auch

....10....



2. Einleitung

B. subtilis[Eisenstein2017]. So wurde das Genom vancoli mit einem derartigen Ansatz um 35
reduziert, ohne dass die Uberlebensfahigkeit unter definierten Bedingungen beeinflusst war
[Hirokawaet al., 2013]. Da sich jedoch die verschiedenen Organismen hinsichtlich ihrer spezifischen
Biologie und Lebensweise starkoneinander unterscheiden, werden die Ergebnisse der
MinimalgenomProjekte ebenfalls variieren, wodurch jedes Projekt seinen Wert und seine Bedeutung
erhalt. Ein Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Studien kénnte dazu beitragen, weitere
AntwortenaufRA S 3ASYSAyal YS TSyidNI S CNI3IS RASASNItNRREC
Fdzy {1 GA2yASNI Saka

Um das Genom voi. subtilis zu reduzieren, wurden im Rahmen einer friihen Studie%7,der
genetischen Information deletiert [Westees al., 2003]. Hierbéerfolgte die Deletion von insgesamt

332 Genen, und zwar d&rophagen SPR und PBSX,Ri@phagerihnlichen Elemente (prophage 1,
prophage 3,skin und des Polyketi®dynthaseOperons gks. Das Wachstum des resultierenden
Stammeg avar im Vergleich zurAusgangsstamm. subtilis168 unverandert. Nachfolgende Ansétze
erlaubten eine Genomreduktion von 20 [Morimotoet al., 2008] bzw. ca. 2% [Araetal., 2007]

(siehe Abbildung 1).

Einen wichtigen Aspekt solcher Ansatze stellt die Identifizierung der angten essentiellen Gene

dar. Hierbei handelt es sich um die Gene, deren Produkte von zentraler Bedeutung fiir das Uberleben
und das Wachstum eines Organismus unter spezifischen Bedingungen sind. Es ist dabei offensichtlich,
dass dieser Satz von Genen adaich die morphologischen und physiologischen Merkmale bestimmt

wird und sich daher zwischen den einzelnen Organisaméerscheidet. Die Definition der essentiellen

Gene setzt eine sehr gute Genomannotation sowie Charakterisierung der Gene und Genprodukte
voraus. Dies ist von zentraler Bedeutung, da zum einen paraloge Proteine existieren, welche die gleiche
Funktion innerhalb der Zelle Gibernehmen, so dass nur der Verlust beider Gene fur den Organismus
letal ist. Zum anderen kann es sich bei den essenti@Emen um solche handeln, die beim Schutz vor
toxischen Metaboliten oder Proteinen eine zentrale Rolle spielen. Deletiert man entsprechend das fir
das Toxin kodierende Gen bzw. den Syntheseweg der toxischen Substanz, kann das zunachst als
essentiell deklagerte Gen seinen Status verlieren [Durastdl.,2012]. Aufgrund des stetigen
Wissenszuwachses unterliegt die Anzahl der sogenannten essentiellen Gene gewissen Veranderungen.
Derzeit geht man beB.subtilis von 253 Genen aus, die zum Wachstum unter defian und
optimalen Wachstumsbedingungen (LB (engkogeny brothMedium mit Glukose bei 37 °C)
essentiell sind [Reustal.,2016]. Dabei kodieren ca. 830 dieser Gene fur Proteine, die am

&2 3Sy | yiprin&tigh pracessing AYYSNXKI 6 RSN %StfS o0SGSAtAIG
Prozesse wie zum Beispiel DRAplikation, Transkription und Translation. Die tbrigen 50 % teilen sich

auf weitere zellulare Funktionen, die den Metabolismus, die Zellteilung unthtigritat der Zelle
betreffen, auf.

Im Rahmen des MiniBacillusProjektes [ittp://www.minibacillus.org/projec) verfolgt man
dementsprechend das Zietinen B.subtilis Stamm zu entwickeln, welcher mit eimeminimalen
Genomausgestattet ist, in dem alle sdeibenden Gene essentiell sindudem sollerdie Bedeutung

und der physiologische Beitrag eines jeden Generhalb des minimalen Genorasfgeklartwerden.

'Y RIFI68A RI&a DSy2Y a&OKWDPRE sdayitzess feduiered, erfolyell § St & &
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2. Einleitung

Deletion der genomischen Bereiche unter Verwendung des markerfreien Deletionssystems nach
Wenzelund Altenbuchne{2015]. In einem fortgeschrittenen Stadiundes Projektesvurde mit zwei
unabhangigen Stammlinien weitergearbeiteum auf potentielle Probeme wie ein stark
beeintrachtigtesWachstum oder Verlust der genetischen Kompetenz besser reagieren zu kénnen.
Zwei genomreduzierte StammeG10und PS38, wurden phanotypisch und unter Einsatz von @mics
Technologien umfassend charakterisiert [Reetss.,2016]. Die Stamme wiesen eine
Genomreduzierung vona. 35 % auf, wobei durch jeweils 82G10)zw. 94(PS38Deletionendas
Genom der beiden Stamme um 1553 bzw. 1605 Geenkleinertwurde. Dabeizeigte casWachstum

der Stamme im komplexen Medium nur eingeringfigige Reduktion im Vergleich zum
AusgangsstammD6 [Westersetal.,, 2003], der eine Genomreduktion von R4 aufwies
[Reussetal., 2016].

2.2.2 Genomreduzierung voBacillussubtilisund die Konsequenzen fir das zellulare
Netzwerk

Im Zuge desMiniBacillusProjektes erfolgte auch die bisher umfassendste Me@imicsbasierte
Charakterisierung von genomreduzierten Stamn{siehe Abschnitt 8.1)Als Teil der vorliegenden
Arbeit wurden das Transkriptom und der Phanotyp der Stamme untersuchkbr8ie mit Hilfevon
mikroskopischa Analyse gezeigt werden, dass der AusgangsstaBBrwahrend des Wachstums als
individuelle, stébchenférmige Zellen vorlag, wohingegen die beiden Deletionsstamme-imente

nicht separierte Zellen bildetenUm die Auswkungen der Deletionen audasregulatorische und
metabolische Netzwerk besser zu verstehen, erfolgte eine detaillierte Analyse des Genoms,
Transkriptoms, Proteomsind Metaboloms. Dieser kombinierte Ansatz sollte zum einem das
Verstandnis der molekularen ugammenhéange innerhalb der Bakterienzelle verbessern und
andererseits neue wichtige Aspekte und Erkenntnisse fiir die weitere Reduktion des Genoms in Bezug
auf die Konstruktion eines minimal@&acillusGenoms liefern.

Die Sequenzierung des Genoms der bei8&mme diente dazu, die durchgefiihrten Deletionen zu
bestéatigen und prézise zu annotieren. Des Weiteren konnten dabei tiber 70 stammiibergreifende und
stammspezifische Mutationen detektiert werden, so wie es in ahnlichen Studien der Fall war
[Gibsonetal.,2010; Hutchisort al., 2016]. Diese betrafen sowohl kodierende als auch nicht
kodierende Regionen des Genoms.

Die Auswertung der Ergebnisse der M@inicsAnalyse lieferte wichtige Ergebnisse zur Verteilung
der zellularen Translationskapazitat. Wahretid essentiellen Gene in den digisubtilisStammen
zwischenb bzw. %% des Genoms beanspruchenachenderen Produkte mehr als die Halfte des
gesamten Proteomsus. Dahingegenkodieren ca. 20% des Genoms fur Gene mit unbekannter
Funktion, wobei deren Produkte weniger al€63des Proteoms bestimmemies Ergebnisse
demonstrieen zum einem die Wichtigkeit der essentiellen Gene sowie deren Produkte und zu
anderen, dass die Produkte vdBenen mit unbekannter Funktion nur unter ganz spezifischen
Umweltbedingungen bendtigt werden unddaher fir einen B.subtilisStamm mit einem
Minimalgenom nur eine untergeordnete Rolle spielen.

~12~



2. Einleitung

Die durchgefiihrte Studie konnte zeigen, dass sich das Tratwskripd auch das Proteom der beiden
Deletionsstamme auch fir die verbliebenen Gene deutlich von dem des Ausgangsstammes
unterscheiden. Diese Ergebnisse lassen sich zum grof3ten Teil mit Veranderungen der Menge oder
Aktivitat von Transkriptionsfaktoren infgé der durchgefihrten Deletionen bzwder dadurch
entstandenen Mutationen erklaren. Sie tragen somit zum Verstandnis des zellularen Netzwerkes und
zur ldentifizierung von Genen bzw. Genregionen flr weitere gezielte Dedetitiei. So konnte
beispielsweisedurch die Transkriptomanalyse eine sehr stark erhéhte ExpressiommtigNOP
Operons und der GenazoR2und mhgAin den Deletionsstammefestgestellt werden. Diese drei
Transkriptionseinheiten stehen unter der Kontrolle ddbhgRRepressors, welcher deletiert wurde,
wodurch es zur gesteigerten Expression kommt. Dies wirkt sich auch auf die Zusammensetzung des
t NEGS2Ya | dzax Ay RSN SAYyS a0GFN]S «olSeNBILINNESY (
identifiziert werden konnte. Die aufgefiihrten Gene sind ein Teil dieser Kategorie, da sie flr protektive
Proteine der oxidativen Stressantwort kodieren [Taetal., 2007]. Da diese stark erhéhte Expression

und die vermehrteProteinmenge keinen offensididhen Vorteil fir die Zellearstellen, ist die
Deletion dieser Gene einer der nachsten Schritte im Prozess der weidamomreduktion.

Die im grolRen Mal3stab durchgefiihrte Genomreduzierung hatte auch Konsequenzen fir das
metabolische Netzwerk. So konrita Rahmen der Studie eine erhéhte Menge des alternativen-RNA
PolymeraseSigmafaktors Lsowie des Transkriptionsfaktors RocR detektiert werden. Beide sind
maf3geblich an der Expression dér den ArgininAbbauzustandigenGene(rocA., rocD und rocG
Operong3 beteiligt [Debarbouilleet al., 1991; Aliet al., 2003],welche in da Deletionsmutanten stark
erhdht war Das GlutamaBiosyntheseOperon gltAB zeigte hingegeneine deutlich niedrigere
Expression, diénsbesondere autlie erhdhte Sigkabhangige Expressi vonrocGund die daraus
resultierende  Inaktivierung  des  Transkriptionsaktivators  GItC  zurlckzufuhrest
[Bohannorund Sonenshein1989; Commichatet al., 2007a; Stannelet al., 2015]. Weitere Versuche
zeigten, dass eine Deletion von RocR und die damit verbundene verringerte Expressioginier
AbbauGenekeine negativen Folgen fir das Wachstum der Deletionsstdmme unter den gegebenen
Bedingungen mit sich bringt, wodurch neuesatzpunkte fur weitere gezielte Deletem von
genomischen Regionen identifiziert wurden.

Weiterhin erfolgte innerhalb der Arbeit die Identifikation von tUber 200 Genen, die in allen drei
Stdmmen nicht exprimiert waren und daher vermutlich ebenfalls én dachfolgenden Schritten
deletiert werden kdnnen. Eine weitere Konsequenz bei der Konstruktion eines minimalen Genoms ist
die Entstehung neuer Transkriptionseinheiten. Durch die Deletion eines genomischen Bereiches kann
die Verknupfung der benachbartere@iche neue Operonstrukturen erzeugen. Zudem kénnen neue
AntisenseTranskripte entstehen, wenn zwei gegenlaufige Transkriptionseinheiten ohne effizienten
Terminator miteinander verbunden werden und es zu eimeadthroughTranskription in die
benachbarteGenregion kommt.

Somit konnten mit der hier durchgefuihrten Studie einige wichtige regulatorische Zusammenhénge in
B.subtilisgezeigt und neue Ansatzpunkte flr die weitere Deletion genomischer Bereiche identifiziert
werden. Die inzwischen im Zuge des MialgenomProjektes konstruierteB. subtilisStamme weisen

.....13....



2. Einleitung

eine Genomreduktion von 4% auf, was im Vergleich zu anderen Mikroorganismen die bisher grofdte
Genomminimierung darstellt [Eisenste2017].
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2. Einleitung

2.3 Der sekundéare Botenstoffdi-AMP

2.3.1 c-di-AMPals intrazellularesSgnaimolekdl

Der in Bakterien und Archaeen vorkommende sekundéare Botenstoff zykhdeAd4P (englcyclic di

AMP auch edi-AMP [ROmIing,2008; Witteetal.,2008 gilt als einziger essentieller sekundarer
Botenstoff fur das Wachstum unter Standardbedingungen (Wachstum im komplexen Medium)
[Commichatet al., 2015; Gundldgetal., 2015. Es spielt bei GraspositivenOrganismereine Rolle

bei der Regulation verschiedener zellularer Funktionen, wlier KaliumHomodostase und
Osmoregulation dem zentralen Stoffwechsel, der Zellteilung, der Zellwandsynthese, der
Biofilmbildung, der DNAntegritat sowie der Virulenz{isammengefassh Commichatet al., 2018]

Bei edi-AMP handelt es sich um eines von mehreren verschiedenen Signalmolekilen, die dazu dienen,
Informationen an ein intrazellulares Zweéiterzuleiten, wobei es sich meist um ein Proteider RNA
Molekiil handelt. Die Nutzung von solchen Botenstoffenermdglicht die Ubertragung von
Informationen an mehrere Ziele und erleichtert die Signaltransduktion, wamm Beispieldas
eigentliche §nal von den Zielproteinen nicht leicht detektiert werden ki@omelsky2011] Neben
c-di-AMP gehdrendas gut untersuchtezyklischeAMP (cAMP und ppGpp (engl. guanosine 3',5'
bispyrophosphatg die als Signale fir die suboptimakerfligbarkeitvon Kohlenstoffquellen bzw.
Aminosaurdéimitation dienen ebenfalls zu den sekundéaren Botenstoffen [Garkd Stllke,2008;
Hauryliuket al., 2015] Dartber hinaus wird zyklischéisGMP in vielen Bakterien verwendet, uan
Wechsel zwischeneh beiden Lebensstilen, beglicter Einzelleoder mehrzellige sessile Biofilm,

zu vermitteln [Hengget al., 2016}

Die Synthese undler Abbauvon cdi-AMP erfolgn durch sogenannte Diadenylatzyklasen und
Phosphodiesterasen. IB.subtiliswurden drei Dadenylatzyklasen DisA, CdaA und Cdas identifiziert
[Mehneetal, 2013]. Das Enzym DisA (endNA integrity scanning protein)Aspielt eine
entscheidende Rolle bei der Kontrolle der DNfegritat und DNAReparatur [Witteet al., 2008;
Commichatet al., 2015]. Beim membrangebundenen Protein CdaA handelt es sich um die
weitverbreitetste Form der [adenylakyklasen, die auch in Pathogenen wieS.aureus

L monocytogenesoder Streptococcupneumoniaevorkommt [Corrigarund Griindling,2013]. Bei
dem dritten Enzym irB.subtilis CadS, handelt es sich um ein Sporulatgpezifisches Protein,
welches fur die Sporenkeimung von Bedeutung ist [Megira., 2014]. Um die zellularen Level des
sekundaren Botenstoffes genau zu adjustieren, beddzubtilis zum Abbau von -di-AMP zwei
Phosphodiesterasen (GdpP und PgpH) [®ab, 2010; Huyntetal. 2015]. Deletiert man diese
beiden Enzyme, so kommt es zum #ets der intrazellularen-di-AMP-Menge [Gundlaclet al., 2015]

und, wie im Rahmen der hier durchgefuhrten Studie gezeigt wurde, zur starken Ver&nderung des
Transkriptoms und der Physiologie der Zellen.
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2. Einleitung

2.32 Inhibition der Biofilmbildung durch Akkumulgon von c-di-AMP

Im Zugevon Untersuchungen zur physiologischen Rolle gatrAMP wurden im Rahmen eines
Projektes mider Arbeitsgruppe um Prof. J. Stilke von der G&argustUniversitat Goéttingen mittels
Transkriptomanalyse die Auswirkungen einer Akkumulation vdirAIP inB.subtilisauf globaler

Ebene untersuchgsiehe Abschnitt 8.2)Dazu erfolgte der Vergleich eines Kontrollstammes mit einer
Mutante, in der die beiden-di-AMPabbauenden Phosphodiestasen (@pP und PgpH)deletiert
wurden.

Die Analyse zeigte, dass durch die hohe intrazellukdiieAdViIP- Akkumulation die Transkription von ca.

700 Genen beeinflusst war. Zu den Genen, deren Transkription am starksten verandert war, gehorten
unter anderemdie beiden Operons, die fir die Biofilmbildung entscheidend spdXO und tapA-
sipWasA). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression dieser Operons sowohl im Laborstamm
B.subtilis 168 als auch in einem nicht domestizierten Stamm NCIB3619 durclt-diidaMP
Akkumulation deutlich reduziert ist und auch keine Biofilmbildung stattfindet epa®peron kodiert

fur Enzyme, die an der Synthese der extrazellularen Polysaccharide des Biofilms, besondédes Poly
Actetylglucosamin, beteiligt sind [Roekal., 2015]. DastapA-sipW-tasA-Operon kodiert fur das
amyloidelike fiber proteinTasA und die benétigten Expound Montageproteine. Beide Operons
erfahren eine Repression durch den Transkriptionsfaktor SinR, dessen Aktivitat durch den zentralen
Regulator @r Sporulation, SpoOA, beeinflusst wird [Vlamakial.,2013]. Im Rahmen der
durchgefihrten Studie konnte in Gottingen gezeigt werden, dass die hohe intrazelludfvsMP

Menge keinen Einfluss auf die Proteinmenge von SinR hat, eine Deletion voaddictiRdie Fahigkeit

zur Biofilmbildung wiederherstellt. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der sekundare
Botenstoff entweder einen Einfluss auf die Aktivitdt von SinR oder dessen Interaktion mit den
AntirepressotProteinen Sinl und SIrA [Clehial., 2009] hat.

AnschlieBend erfolgten weitere Untersuchungerur Charakterisierung der Funktion und
Wirkungsweise von-di-AMP inB.subtilisin der Arbeitsgruppe von Prof. J. Stiilke, die schlieZlich
aufdeckten dassc-di-AMP eine entscheiden@ Rolle fur die zellulare KaliumHomoostase spielt
[Gundlachet al., 2017]. Es konnte gezeigt werden, dass der sekundare Botenstoff in Reaktion auf eine
Erh6hung des intrazellularen Kaliumspiegels synthetisiert wird. Infolgedessen bindet das Molekull an
einen Ribowitch und verhindert so die Expression der hochaffinen Kaliumtransporter KimA und KtrAB.
Daruber hinausist c-di-AMP in der Lage, direkt mit derkaliumimporternKtrAB und KtrCD zu
interagieren,um die Aufnahmeaktivitaizu hemmen[Gundlactetal., 2017; Coriganetal., 2013.
Weiterhin wurde gezeigt, dass die beiden KaliumimpoKedpDEaus S aureusund SPD_0076 aus

S pneumoniaeebenfalls durchc-di-AMP kontrolliertwerden Moscosocet al., 2016; Baiet al., 2014].

Somit ist auch in diesen Bakterien der sekundére Bodenstoff fur die zelluléare fkbdimdostase von
essentieller BedeutungNVegen seinekritischen Rolle bei derellularenKaliumHomdostasast cdi-

AMP in vielen Gram-positiven Bakterien esentiell ein Uberschuss jedoch toxisch
[Commichatet al., 2015; HuyntundWoodward 201§. Daher erfolgte die Bezeichnung des
Nukleotics als "essentielles Gift'[Gundlachetal., 2015. Wahrend die Kontrolle der Kalium
Homoostase durch-di-AMP beiGram-positiven Bakterien weit verbreitet ist, fehlt diessekundare
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2. Einleitung

Signalstofbei vielenGram-negativen Bakterien wibeispielsweisd.coli. Hier erfolgt die Regulation
der Expression vohochaffinenKaliumtansportein durch daZzweikomponentensystems KdpQias
direkt auf die extraund intrazellularen Kaliumspiegel reagiert [Schrarekal., 2016].
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2.4 DNATopologie

2.4.1 Supercoiling der bakterielleBNA

Die chromosomale DNA eines Organismus muss auf Grund ihrer Grél3e entsprkohdedsiert
werden,um in die Zellezu pasen. Durch dieVerdrillung detDNADoppelhelix wirddiese kompakter
und manspricht vomDNASupercoilingln bakteriellen Zellen liegt die DNA Ublicherweise in einer
negativen supercoiled Konformation vor [Dorman 2019]. Viele zellulée Prozesse wie die
Transkription, die Replikation oder auch diverse Reparaturprozéigsen durch das Aufschmelzen
der DNAStruktur zu einer Veréanderung deDNASupercoilings [Vostal., 2011]. Daher ist die
Kontrolle des DN&Supercoilingslurch Topoisorarasen von zentraler Bedeutung fir die zellularen
Prozesse [Champou2Q01]. So werden beispielsweise wéahrend der Transkription die-SiNivge
entwunden und bedingt durch die Helizitdt der DNA entsteht hinter der-Rdlpmeraseverstarktes
negatives und or der RNAPolymerase positives Supercoiling. Bisubtilis verhindert die
Topoisomerase | dieo hervorgerufene Erhéhung des negativen Supercoilings der DNA, indem sie
Einzelstrangbriiche einfigt und die entstandenen Enden wieder ligiert [Chan@d,
Dorman,2019]. Im Gegensatz dazu fligt die Topoisomerase Il (Gyrase}aBfidhgig einen
Doppelstrangbruch ein unkann unter anderm negatives Supercoilingeinfiihren [Cozzarelli1980,
Dorman,2019.

Es wurde gezeigt, dass ein verandertes E3Jdpercoilingeinen starken Einfluss auf die Transkription
bestimmter Gene haben kann, wobei dieser Effekt jedoch zwischen den verschiedenen Promotoren
variiert [Limet al., 2003; Dormarund Dorman,2016]. So kann beispielsweise durch ein verstarktes
DNASupercoiling dePromotordearanceMechanismus beeinflusst werden, wodurch die Menge an
abortiver RNASynthese abnimmt, wahrend gleichzeitig die produktive Transkription verstarkt wird
[Limetal., 2003]. Eine Veranderung der DNApologie kannbeispielsweisedurch vershiedene
Umwelteinfliisse erfolgen. IB.coliund anderen Organismemurde gezeigt, dass eine Anderung des
Supercoilings beim Eintritt in die stationare Phase sowie in FolgeTemperatur, Peroxid oder
osmotischem Stress erfolffrRohdeet al., 1994; Jaodi et al., 1995; Mizushimatal., 1997; Weinstein
Fischertal., 2000; Cheungt al.,2003; Hengge2011]. Beispielsweise wird i&. colidie Expression
des osmotisch induzierbaren GlydetainTransporters ProU durch eine osmotisch induzierte
Erh6hungdes DNASupercoilings maf3geblich beeinflusst [Higginal., 1988].
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2.4.2 Globale Anderungen des Transkriptoms dufReduktion des DNASupercoilings

Im Rahmen dieser Dissertation wurde, ebenfalls im Zuge eines Kooperationsprojektes mit der
Arbeitsgruppe um Prof. J. Stilke, Géttingen, eine Transkriptomanalyse durchgefiihrtBusuilirilis

die globalen Auswirkungen einer veranderten DNgpologie aufzkiaren (siehe Abschnitt 8.3)Der
Ausgangspunkt dieser Analyse war die Charakterisierung von Suppressormutationen, die den
Wachstumsdefekt eineccpADeletionsmutante aufheben. Die Inaktivierung bzw. die Deletion von
CcpA, dem zentralen Regulator der Kokteff-Katabolitenrepression, ist bds.subtilis mit einer
Glutamatauxotrophie verbunderFairesetal., 1999] Die KohlenstoffKatabolitenrepression (engl.
carbon catabolite repressiodiCCIR vermittelt in Bakteriendie bevorzugteNutzung von Kohlenstoff

und Energiequellen, die ein schnelles Wachstum gewahrleisten, wie beispielsweise Glukose
[Fujita,2009]. Als CCR bezeichnet nthe@ Unterdriickungler Expressiowon Genea, deren Produkte
hauptséchlichan verschiedenen katabolen Prozessen beteiligt sind, solange piaterierte
Kohlenstoff  und Energiequelle aufgenommen werden kann [DeutscP@og;
Gorkeund Stiilke,2008]. Bei Verfugbarkeit von Glukose oder anderen bevorzugten Kohlenstoffquellen
kommt e zur Aktivierung einer Proteinkinase (HprK), welche das-PHRein des
Phosphotransferasesystems an einem S&ast phosphoryliert Phosphorylierte$ipr interagiertmit

dem globalen Transkriptionsfaktor Ccp#@nd dieser Komplex moduliert die Expressionder
verschiedenen Gene und Operons [Goukel Stiilke,2008].

Bei der Analyse vorB.subtilis ccpADeletionsmutantenwurden starke Wachstumsdefekten in
Minimalmedien festgestellt, die auf eine inaktive Glutar®githese zurtickzufihremwaren
[Faireset al., 1999, Ludwigt al., 2002]. Die Syntheseon Glutamatvird durch die Glutamatsynthase
(GOGAT) realisiert, welche durch das <@h@angige gltABOperon kodiert wird
[Bohannonund Sonensheinl1989]. Wahrend des Wachstums mit Glukose als Kohlenstoffquelie

die Expression degltAB-Operons durch Glt@ktiviert. Der CcpAHPr~P Kompleseprimiert dasrocG

Gen, so dass di&atabole GlutamabDehydrogenase RocBei Anwesenheit von Glukose nicht
synthetisiert wird [Belitskyet al., 2004]. In einer DccpAMutante kommt es zur konstitutiven
Expression von Roc@as einen Komplex mit Glt@Gilden und dadurchdessen DN/Bindeaktivitat
inhibieren kann was in einer fehlenden Expression dg#ABOperons und somit einer
Glutamatauxothrophie resultiert [Commichaaal., 20070].

Bei der Untersuchung dieses Phanomens wuiBlepressormutanten isoliert, die im Hintergrund einer
ccpADeletion die Glutamatauxotrophie tiberwunden hattemd bei denen es sich in vielen Fallen um
Mutanten handelte, bei denen dasrocGGen inaktiviert war [Fairestal., 1999;
Commichatet al., 2007b] Mittels DNASequenzierungonnte gezeigt werdendass eineweitere
Klasse von Suppressormutationen dagA-Gen betraf, welches iB.subtilisfir die Topoisomerase |
kodiert. Nachfolgende Analysenie in der Arbeitsgruppe um Prof. J. Stllkerrchgeflihrtwurden,
zeigten, dass diese Mutationen mit einer erhéhten Topoisomerdgdivitat einhegehenund somit

mit einer Reduktion desnegativen DNASupercoilings fuhren. Die hyperaktive Form der
Topoisomeraseikt aufeine Punktmutatiorzuriickzufiihren, dieinen Aminoséureaustausch am Ser
478 (S478Rjon TopAbewirkt.
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Inder hierzu durchgefiihrten Transkriptomanalyse konnte gezeigt werden, dass die veranderte DNA
Topologieeinen starken Einfluss auf die Genexpressiod damit den Metabolismusvon B. subtilis
allgemeinhat. Eswurden mehr als 1100 Gene identifiziert, die in depAtopAnperMutante eine im
Vergleich zurccpAMutante veranderte Expression aufwiesen. So konrdach einestark erhdhte
Expression der GlutamatsyntheS&peronggltABnachgewiesen werden, die hdchstwahrscheinlich auf
eine gestorte Interaktion deGlutamatDehydrogenasdRkocG mit dem Transkriptionsaktivator GItC
zurickzufuhren istDie globalen Verandengenin dertopAnperMutante kbnnen beispielsweise die
Konzentration eines fir diese Interaktion wichtigen Proteins oder Metaboliten beeinflussen und
wirken so der bei Abwesenheit von CcpA auftreten@datamatauxotrophieson B. subtilisentgegen
Insgeamt hat die Studie Verbindungen zwischen der BdAologie und dem metabolischen
Netzwerk gezeigt, die unter verschiedenen physiologischen und biotechnologischen Aspekten von
Interesse sind.
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2.5. Anpassung voBacillus subtilisan hyperosmotische Bedingungen

2.5.1 Unmittelbare Antwort auf hyperosmotischen Stress

2.5.1.1 Anpassung des osmotischen Potentials des Zytoplasmas

Hyperosmotischer Stress
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der aufeinanderfolgend®asender Anpassungdes zytosolischen
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‘osmotisch aktive Substanzen
e K

osmotischen Potentials voBacillussubtilis nach Einwirkung vomyperosmotischen Stress[beschrieben in
Hoffmannund Bremer,2017].

Das Habitat, an das sighsubtilisim Laufe der Evolution besonders angepasst hat, sind die oberen
Bodenschichten und die Rhizosphéare. Das zeigt sich unter anderem in der Fahigkeit, viele pflanzliche
Verbindungen als Nahrstoffquelle zu nutzen [Bedtal.,2013]. Neben der Nahrstoffveragung

spielen andere abiotische Faktoren, wie beispielsweise die Verfugbarkeit von Sauerstoff;WertpH

die Temperatur und die Osmolaritat [Maneidulecet al., 2015] eine wichtige Rolle. Hinsichtlich der
Osmolaritat unterscheidet man zwischen hypemnd hypoosmotischem Stress. Hyperosmotische
Bedingungen kodnnen beispielsweise durch Austrocknung des Boldensrgerufen werden,
hypoosmotische Bedingungen herrschen hingegeei hoher Bodenfeuchtigkeit vorBeide
Stressbedingungen beeinflussen malRgeblide dhysiologischen Prozesse und den zelluldren
hydrostatischen Druck, den Turgor [Wod@99]. Der Turgor ist essentiell fur das Uberleben und das
Wachstum der Zellen und spielt insbesondere beiztdelongation eine RollfTypaset al., 2011] Die
Aufrechterhaltung des optimalen Turgors trotz wechselnder osmotischer Umweltbedingungen wird
dadurch erschwert, dass Mikroorganismen nicht in der Lage sind, Wasser aktiv gegen ein
Konzentrationsgefalle zu transportieren [Wo@d11]. Zwar konnten bei Bakteriso genannte AqpZ

Typ Aquaporine gefunden werden, welche einen Wassertransport durch die zytoplasmatische
Membran erméglichen, jedoch einenbmd Export gleichermalRen gewéhrleisten, so dass ihre genaue
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Rolle bei der osmotischen Adaptation noch nicht vamsien ist [Tanghet al., 2006].B. subtilisbesitzt
verschiedene Anpassungsmechanismen, die eine Dehydrierung der Zellen bei hoher externer
Osmolaritat und einen starken Anstieg des Turgors bis hin zum Aufbrechen der Zellhille bei niedriger
externer Osmalritat verhindern [Hoffmanmund Bremer,2017]. Um ein Absinken des Turgors unter
hyperosmotischen Bedingungen zu vermeidenBistubtilisin der Lage, das osmotische Potential des
Zytoplasmas durch die Aufnahme von lonen (hauptséachlich ukd Cl) zu erldhen
[Holtmannet al., 2003 (siehe Abbildung 2). Es wurde gezeigt, dass der intrazellutd®edfwéhrend

eines hyperosmotischen Schocks von 88@ auf 700mM ansteigen kann [Whatmoret al., 1990].

Eine Akkumulation voNa'-lonenfindet nicht statt, dadiese in hohen Konzentrationen zytotoxisch
wirken [Gorecketal., 2014] Der Import von Klonen erfolgt durch spezifische Transporter mit
unterschiedlichen Affinitaten. DagrABOperon kodiert fir einen Transporter mit hoher Affinitat
(MichaelisMenten-Konstante (Kn) von 1mM), wohingegen derKirCDTransporter eine geringe
Affinitat (Kn von 10 mM) besitzt [Holtmanret al., 2003]. Neuere Untersuchungen konnten zudem die
Existenz eines weiteren hochaffinen Kalitimnsporters, KimA (ehemals YdaO)Bisubtilis 168
zeigen [Gundlachkt al., 2017]. Da jedoch eine hohe intrazellularedonzentration die Zellphysiologie
beeinfusst und sich negativ auf die Funktionalitat von Proteinen, auf-Bidgeininteraktionen und

die Synthese von Proteinen auswirkt [Recetdl., 1998], sind die Expression und die Aktivitat der
Transporter streng reguliert. Wie bereits im Kapitel 2.3n&&hnt, wurde gezeigt, dass durch den
sekundaren Botenstoff-di-AMP direkt die Expression von KtrAB und KimA sowie die Aktivitat von
KtrA, KtrC und KimA moduliert werden [Roehal., 2019; Gundlackt al., 2019].

Ebenfalls als unmittelbare Antwort aufjerosmotischen Stress begirBtsubtilisdamit, sogenannte
kompatible Solute zu synthetisieren bzw. sie selbst oder deren Vorlaufermolekiihle aufzunehmen und
die intrazellulare KKonzentration wieder abzusenken (siehe Abbilduni\2¢. der gezielte Expbder
K'-lonen im Detail erfolgt, ist noch nicht vollstandig verstanden. Es konnten bisher drei potentielle K
Exporter identifiziert werden, das ZweikomponentensysteidhtTy YugO und NhaK
[Fujisaweet al., 2007 Fujisaweet al., 2005; Hoffmannund Bremer,2017]. Kompatible Solute sind
organische Verbindungen, welche osmotisch aktiv sind, jedoch auch bei hohen Konzentrationen die
Proteinfunktionen und Proteininteraktionen nicht negativ beeinflussen. Die kompatiblen Substanzen
konnen untestitzendauf die Proteinfaltung unestabilitdt sowie die Integritét von Proteinkomplexen
wirken und werden daher auchls occhemische Chaperé&dezeichnet [Burgind Ferraris 2008]. k

Prolin ist die einzige osmoprotektive Substanz, desubtilis selbst synthetisieren kann
[Measures1975; Whatmoreet al., 1990; Brillet al., 2011]. Daneben wurden bisher 14 Substanzen mit
einer osmoprotektiven Wirkung fuB.subtilis nachgewiesen [Hoffmann und Bremer, 2017]. Die
meisten dieser Verbindungen stammen ausrdébbau von Pflanzenmaterialen oder werden von
anderen Mikroorganismen synthetisiert [Hoffmaond Bremer,2017]. Durch die osmotisch
induzierte de noveSynthese von Prolin kann bei hyperosmotischem Stress die intrazellulare
Prolinkonzentration von unter ®nmM auf Gber 400nM ansteigen [Hoffmanetal., 2013]. Da die
Synthese von Prolin jedoch sehr energieaufwendig ist, bedirtMikroorganismus hochaffine
Transporter fur die Aufnahme von osmotisch aktiven SubstanzenBDRabtilisGenomkodiert fur

funf osmotisch induzierbare Aufnahmesysteme mit unterschiedlichen SubstratspekiDen.
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TransportsystemépuA, OpuB und OpuC (engtmostresgrotectants uptake) gehdren zur Klasse
der ABCTransporter (eng ATP binding cassetfEransportej [KempfundBremer,1995;
Kappest al., 1999]und vermitteln die ATRbhangige Aufnahme der verschiedenen Substanzen. Fir
die Aufnahme eines Molekiils durch einen der drei Transporter wird die Energie aus der Hydrolyse von
zwei ATRMolekilen bendtigt [Patzlaft al., 2003]. Das fur den Opufransporer kodierende Operon
umfasst die drei StrukturgenepuAA(kodiert flir eine membranassoziierte ATPasg)uAB(kodiert

fur eine Transmembrankomponente) urgpuAC(kodiert fir ein Substratbindeprotein) [Kempf und
Bremer,1995; Smit®t al., 2008]. Zuséatzlictazu besitzen der OpuBnd OpuCTransporter noch eine
zweite Transmembrankomponente (OpuBD bzw. Opu®Bpdest al., 1999. Im Gegensatz dazu
gehort der aus nur einer Untereinheit bestehen@pubDTransporterzur BetairCholirCarnitin
TransporterFamile [Kappetal., 1996], und bei OpuE handelt es sich um einen Natfrolin
Symporter [Blohret al., 1997].

2.5.1.2 Beitrag einer Sig8bhangigen Antisens®&NA (S1290) zur effektiven Nutzung von
Osmoprotektantien durch Modulation deppuB-Expression

GlycinBetain wird von vielen Pflanzen synthetisiert und kommt daher durch natirliche
Zersetzungsprozesse ubiquitar im Boden vor [Yark@95; Bouskikt al., 2016]. Des Weiteren besitzt

die Verbindung sehr gute osmoprotektive Eigenschaften [Ca&ylaly, 1992], sodass es sich bei Glycin
Betain, neben Prolin, um die wichtigste osmoprotektive SubstanB fmbtilishandelt. Jedoch sind

die Zellen nicht in der Lage, die Substaeznovozu synthetisieren. GlyciBetain kann aus der
Umgebung durch die dreTransporter OpuA, OpuC und OpuD aufgenommen oder aus dem
Vorlaufermolekil Cholin synthetisiert werden, welches von OpuB und OpuC transportiert wird
[Bochet al.,, 1994; Kappestal., 1996]. Die aus einem Genduplikationsereignis hervorgegangenen
Transporer OpuB und OpuC besitzen eine Sequenzhomologie von UBér dbterscheiden sich aber
deutlich hinsichtlich ihres Substratspektrum&ahrend OpuB weitgehend spezifisch flr Cholin ist,
kann der Opudransporter eine Vielzahl an verschiedenesmoprotektiven Substanzen,
einschliellich GlyciBetain und Cholin, aufnehmen [Kapp=sl., 1999;
Hoffmannund Bremer,2011]. Die Affinitat von OpuC fir Glydetain (Km5 puM) ist deutlich héher

als die fur Cholin (Kn27uM) [Teichmanret al.,2017]. Zusatzlich zur osmotischen Induktion der
Expression beider Operons [Sttikl., 2003; Hahnest al., 2010], erfolgt die Regulation despuB
Operons und der Cholint-GlycinBetainSynthesegengbsABdurch den Cholisensitiven Repressor
GbsR. Unter osmachen Stressbedingungen kommt es in Gegenwart von Cholin zur Inaktivierung des
Repressors und zur maximalen Expression der beiden Operons, wohingegen die intrazelluléare
Akkumulation von GlyciBetain der Inaktivierung des Repressors entgegenwirkt {Nau
Wageretal.,2012].

In der Transkriptomstudie von Nicolas al. [2012] wurde diedifferentielle Induktion ds opuB und
opuCGOperons unter Bedingungen eines Salzschocks lid kontinuierlichem Wachstum von
B.subtilisunter hyperosmotischen Bedingungendimchtet Zum Zeitpunkt 10 Minutenach Zugabe

von 04 M NaCl(Salzschockvar nur die Expression de®puGOperons erhoht, wahrend bei
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kontinuierlichemwWachstum imMedium mit 1,2 M NaCtlie ExpressiodesopuBOperons gegenlber
Kontrollbedingungen ohne N&Zugabe erhéht walnteressanterweisavurde in derStudieauch ein
AntisenseTranskriptidentifiziert, das auf dem Gegenstrang zwpuBOperon kodiert wird. Diese
asRNAmit der Bezeichnung S1290 zeigte eine stdriduktion unter Salzschodkedingungen, aber
auch in Reaktion auf beispielsweise Ethander Hitzestress.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die potentielle Rolle der
asRNA S1290 bei der Regulation des Clsplazifisclen Transportsystems OpuB untersughiehe
Abschnitt 8.4. Innerhalb der Studie konnte zun&chst die bioinformatisch vorhergesagte Abhangigkeit
der S129¢Expression vomlternativen RNAPolymeraseSigmafaktor Sigma B [Nicoktsal., 2012]
experimentell bekitigt werden.SigHst der Masterregulator der generellen StressantwoiBisubtilis

und steuert die Expression vaber200 proteinkodierenden Genen und zahlreichen nichtkodierenden
RNAgNannapaneneét al., 2012; Nicolaset al., 2017, wobei hyperosmtischer Stress zu den starksten
Induktoren des SigRegulons gehort [Volket al., 1995] In Ubereinstimmung mit dem typischen
Expressionsmuster Sigibhangig regulierter Gene wird die S1290 asRNA nach einem Salzschock
transient exprimiert. Durch zeitaud§pste Expressionsanalysen und den Einsatz einer $1290
Promotormutante wurde in der Studie gezeigt, dass die asiiNdie verzdgerte Induktion voopuB

nach Salzstresss verantwortlich ist. Wenn GHaatain und Cholin gleichzeitig im Medium vorliegen,
wirkt die verzdgerte Cholidufnahme der Ablosung des GBRRpressors von der DNA entgegen und
schrankt damit der Synthese der unter diesen Bedingungen nicht bendétigten Proteine fur die
Aufnahme von Cholin und Umwandlung zu GhRstain ein. Mikroorganismenutzen bevorzugt
vorhandene osmoprotektive Substanzen, weil deren Import energetisch glnstiger ist als die
Neusynthese oder die Synthese aus Vorlaufermolekilen [Qf1].

DieUntersuchungeinaben eine neue Verknipfung der Sigilthdngigen generellen $gsantwort von
B.subtilis mit der spezifischen Anpassung an hyperosmotiscledigjungenaufgedeckt.Darlber
hinaus wurde gezeigt, dass di nahe verwandten OpuB und OpuCTransporter nicht nur
unterschiedliche Substratspektresondern auchunterschiedliche Regulationsmuster aufweisefir

die effektive Nutzung der vorhandenen osmoprotektiven Substanzen und damergetischen
Ressourcennduziert B.subtilisals Reaktion auf hyperosmotischen Stressal vorrangig die Gene,

die fur denrelativ unspezifischen OpdOansporterkodieren,und aktiviert erstdanach die Synthese

des Cholirspezifischen Transporte@puB
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2.5.2 Anpassung voBacillus subtilisan anhaltenden hyperosmotischen Stress

2.5.2.1 Globale zellulare Veranderungen unter hypsmotischen Bedingungen

Neben der intrazellularen Akkumulation von osmoprotektiven Substanzen durch gezielte Aufnahme
oder Synthese erfolgen viele weitere zellulare Anpassungsreaktionen wahrend des Wachstums von
B.subtilis unter hyperosmotischen Bedinggen (siehe Abbildung 3)Diese physiologischen
Veradnderungen werden durch verschiedene Komponenten des regulatorischen Netzwerkes,
einschlieBlich globaler Regulatoren und alternativer BéfymeraseSigmafaktoren, vermittelt.
B.subtilisist in der Lagezum Beispiel aufgrund einer Limitation der Phosph&tickstoff oder
Kohlenstoffquelle ruhende wund stressresistente Endosporen kilden [Errington,2003;
Higginsund Dworkin,2012; Setlow2014. Da Sporen auch resistent gegeniiber Austrocknung isind,

es Uberraschend, dass die Effizienz der Sporenbildung mit einer Erhéhung der externen Osmolaritat
drastisch abnimmt [Ruzatal.,, 1998; Widderictetal.,2016]. B. subtilis reagiert auf
sporulationsspezifische Signale mit Hilfe von SehBstidinkinaen (KinAE), wobei es Uber eine
SpoOF und SpoORbeinhaltende Signalkaskade zur Phosphorylierung des M&stgulators der
Sporulationsinitiation SpoOA kommt, welcher die Expression von mehreren hundert Genen zu Beginn
der Sporulation beeinflusst [Molket al., 2003]. Die zellularen Level an phosphoryliertem SpoOA
(Spo0A~P) entscheiden maf3geblich Uber die Aktivierung spezifischer Zelldifferenzierungsprogramme
in B.subtilis Geringe SpoOA~Eevel sind mit der Expression der Motilitdtsgene und einem
beweglthen Lebensstil verbunden, mittlere SpoOA#AEngen bewirken die Biofilmbildung, und hohe
SpoOA~R_evel fuihren zur Initiation der Sporulation [Kov&¥16]. Daher erfolgt die Regulation der
zytosolischen SpoOA-Mengen durch viele verschiedene Faktorengwium Beispiedurch de
globalen Regulaten SigB, Cod¥hd durch die Rahosphataselengl.response regulator aspartate
phosphataseks [Piggotund Hilbert, 2004, Rederet al., 2012. Die Rp-Phosphataserverhindern die
Sporulationsinitiation durch Degosptorylierung von Spo@F~P. Die Inaktivierung der Rap
Phosphatasen erfolgt durch spezifische Peptide in Abhangigkeit von der Zelldichte Qitteism
sensing [Stephensoret al., 2003; Piggotund Hilbert, 2004. Die Cod¥ermittelte Regulation der
SpoOAPhosphorylierung reagiert auf Veranderungen der intrazellularen Konzentration von GTP und
verzweigtkettigen Aminosauren. Bei ausreichender Nahrstoffverfigbarkeit reprimiert CodY die
Transkripton der SenscHistidinkinase KinfMirouzeetal.,2011; Tojcet al., 2013]. Dartibehinaus

hat auch die SigBbhangige Synthese der Phosphatase SpoOE einen Einfluss auf die intrazellulare
SpoOA~MMenge [Redeetal.,2012]. Nach der erfolgreichen Initiati der Sporulation aktivieren die
alternativen  Sigmafaktoren  SigF, SigE, Sighd SigK d#mpartiment-spezfische
Genexpressionsprogramme und steuern so die zeitlich und rdumlich genau definierte morphologische
Differenzierung. Wen#. subtilisin Hochsalzmdien wachst, kommt es jedoch nicht zum Ablauf dieser
Sporulationskaskade, wobei gezeigt wurde, dass unter diesen Bedingungen die Sporulation bereits auf
der Stufe der Akkumulation von Spe®2blockiert wird [Widdericlet al., 2016].

Eine weitere Konsequerdes Wachstums voB.subtilisin hyperosmotischen Umgebungen ist, dass

die Zellen unter diesen Bedingungen eine Eisenlimitation erfahren und dieser durch entsprechende
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Genexpressionsanderungen  begegnen  missen  [Hoffredah, 2002;  Steiktal., 2003].
Mikroorganismen besitzen spezifische EisenaufnahaiMdechanismen Guerinot,1994], da das
SpurenelementEisen aufgrund seiner geringen Loslichkéiufigin suboptimalen Konzentrationen
vorhandenist. Viele Bakterien synthetisieregisenbindende Molekiile (Siderphore), dhedie Umwelt
abgegeben undnit Eisen beladeniber hochaffine Transportsystemdeder aufgenommen werden
[Neilands,1995] Obwohl Eisenfiir das Wachstum benétigt wird, ists im Uberschuss undh i
Gegenwart von Saustoff fur die Zelleschadlich da es uber die FentgReaktion die Bildung von
toxischen Hydroxylradikalen stimulienyelche DNA und Membranschaderhervorrufen kénnen
[Zhengund Storz,2000]. Daher unterliegt die Eisenhomdéostase einer strengen Konttaleh den
Transkriptionsrepressor Fur (enfgrric uptale regulator). Dieser verhindert in Gegenwart von Eisen
die Transkription der Gene fir diBiosyntheseund Aufnahmevon Siderophoren. Durch die
Eisenlinitation unter hyperosmotischen Bedingungen kommt es zur Induktion detrdgulierten
Gene [Hoffmanret al., 2002; Steikt al., 2003]. Die begrenzte Eisenverfligbarkeit wird wahrscheinlich
durch die schlechte Ldslichkeit von Eisen in Hochsalzldsungemynder mit einer verminderten
Synthese des Siderophors Bacillibactin in vielBn subtilisLaborstdmmen, hervorgerufen
[Hoffmannet al., 2002].

Darluber hinaus bewirken hyperosmotische Bedingungen Verénderungen des Zellwandmetabolismus
und strukturelle Veraderungen der Zellwand voB.subtilis [Lopezet al., 1998; Steiktal., 2003;
Palomincet al., 2009; Fischeund Bremer,2012]. Die Zellwand von Gramositiven Organismen
besteht aus der Mureinschicht, welche sich &mysacchariden und Peptiden, dem sogenannten
Peptidoglykan zusammenset{Ghuysen1991], sowie weiteren Zellwandkomponenten wie den
Peptidoglykarassoziierten Teichonsauren und den Zellmembaasoziierten Lipoteichonsauren
[Neuhausund Baddiley2003. Obwohl der PeptidoglykaBacculus maRgeblich die Form und die
mechanische Stabilitat der Zelle bestimmit, ist die Struktur dynamisch und unterliegt einer sténdigen
Remodellierung und Neubildung wahrend des Zellwachstums und der Zellteilung
[Hayhurstet al., 2008]. Durch Lépeet al. [1998] wurde erstmals gezeigt, dass hyperosmotische
Bedingungen mit Veréanderungen der Zellhille vBrsubtilis einhergehen und die Sensitivitat
gegeniber Bakteriophagen und verschiedenen Zellwandantibiotika beeinflussen kimngnge der
Anpassung vomB.subtilisan hyperosmotische Bedingungen veréndert sich temporér auch die Form
der Zellen [Fischaind Bremer,2012]. Neben den beschriebenen Effekten auf die Zellwand kommt es
auch zu Anderungen der Lipighd FettsaureZusammasetzung der Zellmembran [Lépetzal., 1998;
Lépezetal., 2000; Lépertal.,2006]. Globale Genexpressionsanalysen unter hyperosmotischen
Bedingungen und von verschiedenen Mutanten zeigten, dass an den morphologischen und
biochemischen Anderungen der|igille eine Vielzahl von Proteindseteiligt sind, deren Synthese
durch verschiedene Regulatoren wie WalR, YvrHb, SigM, SigW, Sigdhdigigkontrolliert wird
[Serizaweet al., 2004; Ramaniukt al., 2018; Radeckt al., 2017; Salzbergt al., 2013].

In der Studie vorSteiletal. [2003] wurde erstmals beobachtetdass die Motilitat wahrend des
Wachstums vorB.subtilis unter Hochsalzbedingungen beeintrachtigt ist. In Ubereinstimmung mit
einer stark verringerten Menge des HBepteins, der strukturein Hauptkomponente des Flagellums
[Hoffmannet al., 2002], waren bei Anwesenheit von 1,2 M NaCl im Kultivierungsmedium das fur
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Flagellen und Chemotaxiskomponenten kodierendéa/cheOperon sowie weitere, durch den
alternativen Sigmafaktor SigD regulieméotilitatsgene wiehag und dasmotABOperon niedriger
exprimiert [Steiket al., 2003]. DasigbD Sy A &Hndeldes 3203Ene umfassendkaiche Operons
lokalisiert [Cozyind Kearns2010], dessen Transkription einer komplexen Regulation unterliegt,
wobei neben SigD insbesondere das Zweikomponentensystem DegS/DegU im Zusammenspiel mit
SwrA eine Rolle spielt [Keammsd Losick2005; Mordiniet al., 2013]. Nach Phosphorylierung von
DegU aktiviert der DegU~P/Swkbdmplex die Expression diéa/cheOperons Mordini et al., 2013].

In Laborstdmmen widB.subtilis 168, bei denen daswrAGen inaktiv ist, erfolgt ebenfalls eine
Aktivierung durch phosphoryliertes DegU, hohe DegU~P Level bewirken in Abwesenheit von SwrA
jedoch eine Repression deffa/cheOperons [Maderetal., 2002]. WachsendeB. subtilisZellen
exprimieren entweder Motilitatsgene oder Gene, die fur die Biofilmbildung verantwortlich Bired.
Entscheidung zwischen diesen Lebensweisen wird malf3geblich durch den bereits erwdhnten
TranskriptionsfaktoSinR vermittelt, dessen Aktivitat Gber zwei regulatorische Proteine, Sinl und SIrR,
unter anderem durch die zellularen SpoOA-d¥el bestimmt wird [VIamaket al., 2013].

2.5.2.2 Beeinflussung der globalen Genexpression vddacillus subtilis durch

Hochalzbedingungen unddaskompatible Solut GlycirBetain

In einer frihen Transkriptomstudie, die unter Einsatz von sogenannten-ND&tfo-Arrays
durchgefuhrt wurde, verglichen Steidal. [2003] die Expressionsmuster einer Sagizienten
Mutante desB.sLbtilis Stammes JH642 [Brehaenal., 1973] wahrend des Wachstums unter Kontroll

Synthese/ Akkumulation von Induktion der generellen
Eisenlimitation osmoprotektiven Substanzen Stressantwort
[Hoffmann et al., 2002; Steil et af., 2003] [Zusammengefasst in: Hoffmann und Bremer, 2017] [diese Arbeit]
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[Hoper et al., 2006; diese Arbeit]
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Abbildung3: Zellulare Anpassungsreaktionen wahrend des Wachstums von B. subtilis unter hyperosmotischen
Bedingungen.

~27 ~



2. Einleitung

und Hochsalzbedingungeiiese erste Generation der DM#rays enthielt GerspezifischePCR
Produkte die auf eine Nylonmembran aufgebracht wurdéim neue Aspekte ddranskriptionellen
Veranderungerin B. subtilisunter hyperosmotischen Bedingungen aufzudecken, erfolgte im Rahme
dieser Arbeit eine Tilindrray basierte Analysenter den gleichen Wachstumsbedingungen, jedoch
zusatzlichn Abhangigkeit von der Verfugbarkeigés kompatiblen Soluts GlyeBetain §iehe Abschnitt
8.5). Mit Hilfe der TilingArray-Technologie erhalt maglobale Strangspezifisch@ ranskriptionsprofile

fur das komplette€Genomdie unabhangig von dgeenomannotationsind Somit erlaubt diese Technik
unter anderemdie Charakterisierung vofranskriptionseinheiten, aber audre Identifizierung neue
Trangkripte einschlieliclegulatorische, nichtkodierende RNAElemente.

In der durchgefiihrten Studie wurdi#as Transkriptom degd/ildtypstamms B. subtilisBSB1 (168 Trp+)
analysiert, derin einem synthetischen Mediun{ LIAT AT Sy Qa YSMMiuvid iln SMVS R A dzY
Medium mit 12 M NaCkultiviert wurde, wobei unter beiden Bedingungen jeweils eine Kultivierung
ohne und eine in Gegenwart von 1 mM GlyBigtain erfolgte. Dabei wurden Expressionsdaten fiir
4,292 annotierte kodierende Gene und fur 1.445 neBNAElemeate, basierend auf der
Identifizierung von Nicolast al. [2012], erhoben. Es wurden 832 Gene (638 kodierende Gene und 194
RNAElemente) bzw. 995 Gene (694 kodierende Gene und 301HRM#ente) mit einer signifikant
hdheren bzw. niedrigeren Expression weid des Wachstums in Gegenwart von 1,2 M NaCl im
Vergleich zum Kontrollmedium identifizielinter den gleichen Wachstumsbedingungen erfolgte die
Analyse desProteoms derB.subtilisZellen, die von DPraveen Kumar Sappa ebenfalls in der
Abteilung fur Fuoktionelle Genomforschung durchgefiihrt wurde und weitreichende Effekte der
erhdhten Osmolaritat des Mediums auch auf die zellularen Proteinmengen zaigte. 1500
guantifizierten Proteinen wiesen ca. 200 Proteinda2h hohere und 250 Proteinefach gerimgere
Mengen im Vergleich zur Kontrolle ohne NdGgabe ayfwobei fir tiber70 %der hoher abundanten
Proteine auch eine Zunahme derRNAMenge unter Hochsalzbedingungen gefunden wurbDée
Daten spiegelten didereits beschriebena zellularen Verénderungan unter Hochsalzbedingungen
sehr gut wider Sowaren Gene starker exprimiert, digr die Synthese des kompatiblen Soldsolin

und fur die OpuAufnahmesysteme kodiererjSteilet al., 2003; Hoffmann und Bremei017.
Weiterhin  konnten die Hochsalzvermittelte Unterdrickung der Sporulationund die
Eisenlimitatiosantwort bestéatigt werden [Widderichet al., 2016; Hoffmannet al.,2002] Zudem
wurden analog zu friheren ArbeiteExpressionsénderungen detektiert, die mit demréanderten
Zellwandmetabolisius [Lopezet al., 1998; Steikt al., 2003] und derBeeirtrachtigungder Motilitat
[Steilet al., 2003]unter hyperosmotischeBedingungenm Zusammenhang stehen

Es wurden dariber hinaus auch bisher nicht bekannte AnpassungsreaktioneB.sobtilis an
anhaltende hyperosmotische Bedingungen identifiziert, insbesondere eine erhdhte Expression des
SigBRegulons undles CymHMRegulons DurchCymR rgulierte Gene spielen fur die Aufnahme und
Biosynthese von Cystein eine Rolle, und es wurde gezeigt, ddsn nmmangelnder Cystein
Verflugbarkeit auch oxidativer Stress das CyRegulon induziererkann [Leicheretal., 2003;
Mostertzet al., 2004; Nguyeret al., 2009]. Die Akvierung des generellen StreSsgmafaktors SigB
nach Einwirkung vonSalz, Ethanol oder Hitzetress wurde als transient besdgbben
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[Volkeretal., 1995; Youngtal.,2013] undist fur die initiale Antwort vonB.subtilis auf einen
hyperosmotischen Schodharakteristisch [Petersohet al., 2001; Priceet al., 2001]. Die erhobenen
Datenzeigen eine anhaltende Induktionles SigEReguloms unter Hochsalzbdingungen die jedoch

bei kontinuierlichem Wachstum der Zellen in Gegenwart von 1,2 M NaCl wesesathialéicher ist als
zum Zeitpunkt 10 Minuten nach Zugabe von 0,4 M NBE({@l.weiteres iteressantes Ergebnis der
durchgefihrten Studie war, dass Hochsalzbedingungen nicht nur die MotilitéB.debtilisZellen
negativ beeinflussen, sondern auch zu einer stark verringerten Expression der fur die Biofilmbildung
verantwortlichen OperonsepsA-O und tapA-sipWtasA) fihren. Von der an der Studie beteiligten
Arbeitsgruppe von Prof. E. BremePhflippsUniversitit Marburg wurde die Biofilmbildung in
Abhangigkeit von der Salzkonzentration des Mediums untersucht und dabei gezeigB. dabtlis
BSB1 bereits bei 0,75 M NaCl nicht mehr in der Lage ist, einen Biofilm auszubilden.

In Gegenwartvon 1 mMGlycinBetain zeigtenca. 40% der Gene, die unter Hochsalzbedingungen
(SMM mit 1,2 M NacCl) im Vergleich zur Kontrolle (SMM) induziert waiee sgnifikant verringerte
ExpressiondarunterGene, die fir Opufnahmesysteme kodieren, sowie viele Siggulierte Gene
Interessanterweise wird die bei hohen Salzkonzentratioen unterdrickte Expression der
Sporulationsgene (SigEBigF, Sigkund Sig&Reagulons)durch die Supplementation des Mediums mit
GlycinBetainnicht aufgehobenlm Gegensatz dazeigten die Ergebnisse, dass die Expresséoriir

die BiofilmbildungnotwendigenGeneund auchdie Fahigkeitzur Biofilmbildung durch GlyciBetain
positiv beeinflusst werderDa es auch zu einer intrazellularen Akkumulation@tytinBetainkommt,
wenn B.subtilisim SMMMedium ohne Zugabe von NaCl wacfdbffmannetal., 2013] wurde die
globaleGenexpressiowon B. subtilisin Gegenwart von GlyciBetainin dieser Studie erstmals auch
unter diesen Bedingungen untersuclitabei wurden 150 Gene identifiziert, deren Expression durch
GlycinBetain sowohl unter Hochsalals auch unter Kontrollbedingungen verandert war. Insgesamt
lieferte diese Studie umfassende Daten zur GenexpressiorBvembtilis unter hyperosmotischen
Bedingungen, wodurch neue Facetten der zelluldren Anpassung an hohe Salzkonzentrationen sowie
globale Effekte der osmoprotektiven Substanz GHagiain aufgedckt werden konnten.
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Understanding cellular life requires a comprehensive knowledge of the essential cellular functions, the components in-
volved, and their interactions. Minimized genomes are an important tool to gain this knowledge. We have constructed
strains of the model bacterium, Bacillus subtilis, whose genomes have been reduced by ~36%. These strains are fully viable,
and their growth rates in complex medium are comparable to those of wild type strains. An in-depth multi-omics analysis of
the genome reduced strains revealed how the deletions affect the transcription regulatory network of the cell, translation
resource allocation, and metabolism. A comparison of gene counts and resource allocation demonstrates drastic differences
in the two parameters, with 50% of the genes using as little as 0% of translation capacity, whereas the 6% essential genes
require 57% of the translation resources. Taken together, the results are a valuable resource on gene dispensability in B.
subtilis, and they suggest the roads to further genome reduction to approach the final aim of a minimal cell in which all func-

tions are understood.
[Supplemental material is available for this article.]

The understanding of how a living cell operates is a key issue in life
science. To study and fully understand all fundamental processes
of aliving cell, it is crucial to reduce its complexity by constructing
genome-minimized organisms. Genome reduction is also pursued
to obtain simplified cell factories for producing value-added com-
pounds (Trinh et al. 2008; Komatsu et al. 2010).

Two strategies are used to generate genome-reduced organ-
isms: the bottom-up and the top-down approaches (Lam et al.
2012; Juhas et al. 2014). Whereas the former approach is used to
synthesize a minimal cell from essential genes, the latter approach
is applied to streamline existing genomes by deleting nonessential
genomic regions. The bottom-up approach has been applied to
synthesize the artificial Mycoplasma mycoides JCVI-syn3.0 with a
minimal genome of only 531 kb (Hutchison et al. 2016). This ge-
nome is smaller than that of any independently replicating bacte-
rium found in nature. The bottom-up approach also includes
attempts to synthesize protocells that are well-suited to study basic
cellular processes such as cell division and replication (Blain and
Szostak 2014; Xavier et al. 2014).
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The top-down approach has been used to streamline the ge-
nomes of several bacteria (Komatsu et al. 2010; Leprice et al.
2012; Juhas et al. 2014; Choe et al. 2016). For Escherichia coli, it
has been shown that up to 35% of the genome is dispensable for
viability (Hirokawa et al. 2013). In a first attempt to streamline
the Bacillus subtilis genome, 7.7% of the genetic information was
removed (Westers et al. 2003). The loss of more than 300 genes
did not cause any growth defect, and the differentiation processes
remained unaffected. The B. subtilis genome has even been re-
duced by ~25%, but growth of the cells was unstable (Ara et al.
2007). Recently, 146 individual B. subtilis deletion mutants have
been generated that could grow on rich medium (Tanaka et al.
2013). For both E. coli and B. subtilis, it remains to be evaluated
how far the genome reduction can go. However, given the differ-
ent cellular organization and biology of E. coli, M. mycoides, and
B. subtilis, genome reduction approaches with these and other bac-
teria are required to get a final glimpse of the very essence of life
(Reuf et al. 2016a; Martinez-Garcia and de Lorenzo 2016).

©2017 ReuB etal. This article is distributed exclusively by Cold Spring Harbor
Laboratory Press for the first six months after the full-issue publication date
(see http://genome.cshlp.org/site/misc/terms.xhtml). After six months, it is
available under a Creative Commons License (Attribution-NonCommercial
4.0 International), as described at http://creativecommons.org/licenses/
by-nc/4.0/.
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Essential genes are crucial for the viability of an organism un-
der optimal growth conditions. Thus, the identification and eval-
uation of the essential gene set is important for the construction of
a viable minimal cell. However, the genome of a minimal organ-
ism is much more than an essential gene set because many cellular
processes can be achieved in different ways (Commichau et al.
2013). For instance, paralogous proteins may carry out the same
function and only loss of all of them is lethal. Moreover, essential
building blocks can either be acquired by uptake or by de novo syn-
thesis. Genes can also be essential because of their role in the pro-
tection of the cell against harmful molecules (Commichau et al.
2013). Large-scale studies identified 253 and 295 genes as being in-
dividually essential for growth of B. subtilis and E. coli, respectively,
on rich medium at 37°C (Gerdes et al. 2003; Kobayashi et al. 2003;
Reuf et al. 2016a). Although the E. coli genome contains 13 essen-
tial genes of unknown function, B. subtilis possesses only one es-
sential gene whose function remains to be discovered (Juhas
etal. 2014).

In this study, we have applied the top-down approach to re-
duce the B. subtilis genome in order to obtain minimal strains
with robust growth on complex medium at 37°C.

Results

Construction of genome-reduced strains

In order to construct a genome-reduced B. subtilis strain in which
all remaining genes are essential for the survival of the cell and the
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genome integrity as well as to identify a minimal gene set required
for life, we used a fast and reliable marker-free deletion system for a
stepwise reduction of the B. subtilis A6 genome (Westers et al. 2003;
Wenzel and Altenbuchner 2015). In order to avoid problems with
loss of growth or genetic competence, we decided at an advanced
stage of the project to continue with two independent strain line-
ages (Fig. 1). So far, ~36% of the genome has been deleted (com-
pared to the B. subtilis 168 genome [NC_000964]). This has been
achieved by introducing 88 and 94 individual deletions in the
two independent strains PG10 and PS38, respectively (Fig. 1;
Table 1). The deletions were designed following the outline of a
minimal cell based on B. subtilis (Reuf et al. 2016a). First priority
was given to large dispensable regions and cellular functions,
which are not necessary for the survival of the cell (e.g., sporula-
tion, antibiotic production, motility, metabolism of secondary car-
bon sources, and genes of unknown functions). Among the
selected deletion regions, a few could not be deleted or resulted
in severe fitness defects (Supplemental Table S1). These regions
were either modified or not included in the multideletion lines.
For a detailed overview on the deleted regions, see Supplemental
Table S1.

A major problem encountered with advancing genome reduc-
tion was a gradual decrease of genetic competence. This problem
was solved by integrating a comK/comS cassette under control of
the mannitol-inducible mt/P promoter (Rahmer et al. 2015). The
resulting strain, B. subtilis 11G-Bs27-24 (Fig. 1C), showed a 20-
fold higher transformation rate compared to the laboratory strain
B. subtilis 168.
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Figure 1. Progress of Bacillus subtilis genome reduction. (A) Schematic overview on the important functions to be conserved in a genome-reduced strain.
The pie chart indicates functional distribution of the remaining 64% of genes in the genome-reduced strain PG10. (B) Localization of the individual dele-
tions in the reference strain B. subtilis A6, the last common ancestor IIG-Bs27-47-24, and the analyzed strains PG10 and PS38. Each bar indicates a deleted
genomic region. The locations of the deletions refer to the B. subtilis 168 genome (NC_000964). (C) Genealogy of the genome-reduced strains. The num-
ber of deletions and the genome sizes of important intermediate strains are depicted.
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Table 1. Overview on the genome reduction progress

Genome Number
Genome reduction Deleted Remaining of

Strain size (Mb) (%) genes® genes® deletions
168 4.22 - - 4253 -
A6 3.88 8.03 376 3877 7
IG-Bs27- 2.90 30.95 1401 2852 81

47-24

PG10 2.76 34.60 1553 2700 88
PS38 2.68 36.49 1605 2648 94

*The numbers are based on the gene list provided in Supplemental
Table S1. rRNA and tRNA loci are not counted.

To determine the consequences of the combined deletions,
we compared the physiological properties of the deletion strains
PG10 and PS38 to the reference strain A6. Growth of the bacteria
was analyzed in complex medium supplemented with glucose.
The reference strain had a generation time of 21.5+2.3 min,
whereas the deletion strains PG10 and PS38 doubled every 33.0 £
2.2and 29.3 £ 0.4 min, respectively. Furthermore, the cytoplasmic
volume and the genetic competence of the genome-reduced
strains were analyzed. Strikingly, the individual cells were rod-
shaped and similar to those of the reference strain. However, al-
though the reference strain A6 grew in the form of individual sep-
arated cells, we observed long filaments of nonseparated cells for
both deletion strains. The genetic competence was reduced only
to a minor extent since the comK-com$ cassette was introduced
in the intermediate strain 11G-Bs27-24. For a detailed description
of the phenotypic results, see Supplemental Data S1.

A multi-omics analysis of the minimized strains

In order to obtain deeper insights into the consequences of the de-
letions for the bacteria, we decided to perform a multi-omics anal-
ysis of the reference strain A6 and the two deletion strains PG10
and PS38. The genomes of the two deletion strains and the ge-
nome of their last common ancestor, [1G-Bs27-47-24, were se-
quenced and compared to the progenitor reference strain A6.
Moreover, the bacteria were cultivated in complex medium supple-
mented with glucose, and samples of the same cultures were sub-
jected to metabolome, proteome, and transcriptome analyses.

Mutations in the genome-reduced strains

The genome sequences confirmed the presence and the precise ge-
nomic location of all deletions in the three strains. In addition, we
detected several mutations that were present either in both or in
either one of the individual deletion strains. It is known from other
large-scale genome engineering projects that such mutations may
occur (Gibson et al. 2010; Hutchison et al. 2016), and they may
have impact on the further development of the project. We found
73 mutations in the common ancestral strain, 11G-Bs27-47-24 (for
the details of the mutation analysis, see Supplemental Table S2).
Of these mutations, 12 affected noncoding regions of the genome.
Moreover, 35 mutations affected the trpC gene. Hypervariability of
this gene has been previously observed for different strains of B.
subtilis. In particular, the 3NA strain, which was used to cure the
trpC mutation of the reference strain A6, carries the same trpC allele
as our progenitor strain (Reuf et al. 2016b), indicating that this
polymorphism is a legacy of strain construction. Moreover, muta-
tions were detected in the mfd, pit, dgcW, gpsB, and yusT genes that

encode the transcription-repair coupling factor, a low affinity
phosphate transporter, putative diguanylate cyclase/phosphodies-
terase, a cell division protein, and a LysR-type transcription factor,
respectively. The PG10 and PS38 strains share two additional mu-
tations in noncoding regions. Among the mutations specific for
PG10 are those affecting thyA and ynzD, encoding thymidylate
synthase A and a phosphatase that targets SpoOA phosphate, the
major regulator for post-exponential lifestyles, respectively. In
PS38, we detected mutations in the mutSB and tagC genes that en-
code a putative mismatch repair protein and a nonessential pro-
tein that may be involved in polyglycerol phosphate teichoic
acid biosynthesis.

General results of the multi-omics analysis

The deletion of about one-third of all protein-coding genes in the
genome-reduced strains suggests that the relative amount of pro-
tein-coding mRNA in comparison to all RNAs has decreased. In
agreement with this hypothesis, we calculated a reduction of the
share of mRNA of total RNA in both deletion strains by ~10% as
compared to the reference strain.

The multi-omics analyses identified significant effects of the
deletions at all levels; indeed, we observed 420 (371), 302 (269),
and 14 (7) significant changes at the transcriptome, proteome,
and metabolite levels for PG10 (PS38), respectively. At least 65%
of all proteins with different amounts between the reference and
genome-reduced strains show a similar change at the transcrip-
tome level (Supplemental Data S2).

One interesting question of the proteome analysis is related
to the contribution of the proteins encoded by genes deleted in
the genome-reduced strains to the proteome of the reference strain
A6. These deleted genes are mainly involved in minor or post-ex-
ponential functions and therefore likely to be underrepresented
in the reference proteome. In addition to ~8% already deleted in
the reference strain, another 28% of the genome has been deleted
in the genome-reduced strains PG10 and PS38. Indeed, the ~28%
difference in genome size between the reference strain and the ge-
nome-reduced strains account for only 1.1% and 2.4% of the pro-
teome of the reference strain as compared to the minimized strains
PG10 and PS38, respectively.

For all strains, we have analyzed the distribution of the genes
among major functional categories. In parallel, all proteome data
have been analyzed with respect to the allocation of the transla-
tion capacity to these different functional classes (Fig. 2A). A sim-
ilar analysis has been performed to take gene essentiality and the
level of knowledge on any given gene into account (Fig. 2B). The
results can be visualized using the MB-proteome browser at http://
www.minibacillus.org. As shown in Figure 2A, the share of genes
involved in Metabolism and Information processing has increased
in the genome-reduced strains at the expense of genes involved
in Lifestyle functions (motility and biofilm formation, sporulation,
stress adaptation) and of genes that cannot be grouped to any of
the known functional classes (Other). Interestingly, the representa-
tion of functional classes differs drastically at the proteome level
(Fig. 2A). In the reference strain, proteins involved in Information
processing account for 56% of protein synthesis capacity, whereas
the corresponding genes make up only 20% of the genome.
Similarly, enzymes and proteins involved in Metabolism are over-
represented in the proteome as compared to their share in the cod-
ing capacity. On the other hand, the proteins involved in Lifestyles
and Other functions require as little as 10% of the protein synthesis
capacity in complex medium, although the respective genes sum
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Figure 2. The functional distribution of the genes and their corresponding relative protein
fractions are highly disproportional. (4) Gene distribution and allocation of translation capacity
according to functional categories. The upper panel shows the functional distribution of genes
in the genome-reduced strains. All genes were assigned to one of four major functional catego-
ries (cellular processes, metabolism, information processing, lifestyles). The lower panel shows
the allocation of translation capacity to functional categories. (B) Extreme overrepresentation
and underrepresentation of essential and unknown proteins, respectively, in the proteome.
The upper panel shows the distribution of genes in the genome-reduced strains according to
essentiality and the level of knowledge. All genes were assigned to one of four classes (essential;
nonessential, function known; nonessential, poorly characterized; and nonessential, unknown).
The lower panel shows the allocation of translation capacity according to essentiality and the
level of knowledge. The alpha values (percentage abundance) obtained for the individual pro-
teins in the proteome analyses were pooled for each class. The relative protein fractions indicate
the allocation of translation resources to each class.

es and encode protective functions (Commichau
etal. 2013). In contrast, about 300 of the genes of
unknown function have been deleted. Thus, the
essential genes are enriched to 9% in the ge-
nome-reduced strains, whereas the relative num-
ber of unknown genes has declined to 18% (Fig.
2B). Interestingly, even if only a small number
of genes are essential, they account for a signifi-
cant portion of the total proteome. In the refer-
ence strain, the essential proteins represent 57%
of the total proteome, and this share is reduced
in the genome-reduced strains PG10 and PS38
to 50% and 51%, respectively. In contrast, the
proteins of unknown function represent only
2.7% and 2.5% of the proteome in the reference
and the genome-reduced strains, respectively
(Fig. 2A). These observations on one hand under-
line the importance of the essential genes and on
the other hand suggest that unknown genes may
only be expressed under very specific conditions.

The transcription units with the strongest
changes at the level of gene expression are shown
in Table 2 (all transcription data are provided in
Supplemental Table S3). Among the most severely
up-regulated transcription units in both strains
were the mhgNOP operon and the mhgA and
azoR2 genes. Strikingly, these three transcription
units are repressed by the transcription factor
MhqR that has been deleted early during genome
reduction. Moreover, we observed a strong in-
crease in transcription of the ydfQQ gene coding
fora thioredoxin-like protein. This gene is located
immediately downstream from the mhqgNOP oper-
on, suggesting transcriptional read-through. The
highly increased transcription of the MhqR regu-
lon isalso the reason for the overrepresentation of
the functional category Lifestyle in protein re-
source allocation (see above). This category in-
cludes the stress proteins and thus also the
proteins involved in resistance against oxidative
and electrophile stress (see http://subtiwiki.uni-
goettingen.de/wiki/index.php/Resistance_against_
oxidative_and_electrophile_stress) (Michna et al.
2016).

The increased expression of the comG oper-
on in the genome-reduced strains is the result of
the overexpression of the ComK competence
transcription factor. As mentioned above, the
pit gene encoding a low-affinity phosphate trans-
porter carries a mutation in the deletion strains.
The cells might perceive the resulting reduced

up to 49% of the genome. In the genome-reduced strains, we ob-
served a reduction of the protein synthesis capacity used for
Information processing, although the relative number of genes for
these functions has increased from 20% to 24%. On the other
hand, proteins involved in Lifestyles became more prominent in
the genome-reduced strains in spite of a reduction of the number
of genes in this functional category (see below).

In the genome of B. subtilis, the essential genes account for
6% of all genes, whereas ~21% of the genes code for proteins of un-
known function. In the genome-reduced strains, only five of the
essential genes have been deleted. These genes are part of prophag-

phosphate uptake as a phosphate limitation, which results in acti-
vation of the PhoPR two-component regulatory system. Indeed,
the pst operon encoding a high-affinity ABC transporter for phos-
phate as well as the pipA gene are strongly expressed in both dele-
tion strains PG10 and PS38, supporting the idea of an activation of
the PhoPR system. In addition, the rocA gene encoding an enzyme
of the arginine utilization pathways and the putBC operon in-
volved in proline utilization were strongly up-regulated in both
deletion strains (for a detailed discussion of amino acid metabo-
lism, see below). Finally, the paiAB operon encoding a spermine/
spermidine-N-acetyltransferase exhibited an increased expression
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Table 2. Genes with the most strongly affected expression in the genome-reduced strains

Gene/Operon Function Regulator(s) Factor®
PG10
Higher expression in PG10 (as compared to A6)
mhgNOP Protection against methyl-hydroquinone MhqR (deleted) 4781
rocAB Utilization of arginine, ornithine, and citrulline SigL, RocR, AhrC, AbrB, CodY 802
PaiAB Control of intracellular polyamine concentrations 420
comG operon Competence proteins required for DNA binding ComK 186
ydfQ Unknown 152
azoR2 Protection against methyl-hydroquinone MhqR (deleted) 152
putBC Utilization of proline PutR, CodY, SpoOA 138
pst operon High-affinity phosphate uptake PhoP 90
rocG Utilization of arginine, control of GItC activity SigL, RocR, AhrC, AbrB, CodY 70
ymaF Unknown 55
Lower expression in PG10 (as compared to A6)
pel Degradation of polygalacturonic acid CcpA, ComA, TnrA 0.01
dha$ Unknown 0.02
rapF Control of ComA activity CcpA, ComA 0.02
gltAB Biosynthesis of glutamate GItC, TnrA, FsrA 0.03
sifA operon Surfactin biosynthesis ComA, CodY, Abh, PerR, Spx, PhoP 0.04
hemAT Sensing of oxygen, aerotaxis SigD 0.07
ysbAB Pyruvate transporter LytT 0.11
yimTS Control of chemotaxis SigD 0.12
glpTQ Utilization of glycerol-3-phosphate uptake GlpP, CcpA 0.12
med Lipoprotein, positive regulator of comkK Spo0A 0.12
PS38
Higher expression in PS38 (as compared to A6)
mhgNOP Protection against methyl-hydroquinone MhqR (deleted) 4462
PpaiAB Control of intracellular polyamine concentrations 354
azoR2 Protection against methyl-hydroquinone MhqR (deleted) 169
ydfQ Unknown 130
ywbO Unknown SigM, SigW, SigX 83
pst operon High-affinity phosphate uptake PhoP 82
ymaF Unknown 69
rocAB Utilization of arginine, ornithine, and citrulline SigL, RocR, AhrC, AbrB, CodY 56
comG operon Competence proteins required for DNA binding ComK 56
mhgA Protection against methyl-hydroquinone MhqR (deleted) 53
Lower expression in PS38 (as compared to A6)
trmB tRNA modification 0.003
pel Degradation of polygalacturonic acid CcpA, ComA, TnrA 0.01
yitT-ipi Protection against oxidative stress, control SigB 0.02
of intracellular proteolysis
dha$ Unknown 0.02
rapF Control of ComA activity CcpA, ComA 0.02
hemAT Sensing of oxygen, aerotaxis Sigh 0.05
yfmTS Control of chemotaxis Sigh 0.06
yjeM Unknown SigD, AbrB 0.06
trePA Utilization of trehalose TreR, CcpA, PhoP 0.08
pbuG Uptake of hypoxanthine and guanine PurR 0.08

“The regulation factor represents the mean regulation for the genes of an operon and was calculated by dividing mean expression in the respective

genome minimized strain by the value recorded for the A6 strain.

in both PG10 and PS38. In strain PS38, we observed an increased
expression of genes of the PerR regulon, which is required for pro-
tection of the cell against peroxide stress. It is tempting to specu-
late that this increase is caused by deletion of the ahpCF operon
in PS38, but not in PG10. The ahpCF operon encodes the highly
expressed alkyl hydroperoxide reductase (Antelmann et al. 1996;
Nicolas et al. 2012), and the loss of this enzyme triggers peroxide
stress (Bsat et al. 1996).

Among the genes with reduced expression in both genome-
reduced strains, several transcription units (including the pel and
rapF genes and the srfA operon) depend on activation by the
two-component system ComPA, which has been deleted already
in the common progenitor of both deletion strains. In addition,
both strains showed a strongly reduced expression of the dha$
gene encoding an aldehyde dehydrogenase. This might be the re-

sult of a deletion that extends into the immediate upstream region
of dha$ and that may affect the expression signals. Similarly, the
regions upstream of the trmB gene and the yitT-ipi operon have
been deleted in PS38, and these deletions are accompanied by a
strongly reduced expression of these genes in PS38. The g/tAB op-
eron was strongly repressed in the strain PG10. This might result
from the significant overexpression of the glutamate dehydroge-
nase RocG in this strain (Fig. 6, see below). Taken together, most
of the strongest changes at the level of gene expression can be ex-
plained by the introduced genome alterations or as a secondary
consequence of primary changes in gene expression. For those
alterations that cannot be explained, it is possible that the un-
derlying regulatory mechanisms have not yet been identified.
Alternatively, the significant reduction of genome size might cause
topological alterations in the chromosome, which are then
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reflected by changes in gene expression (Hatfield and Benham
2002; Durand-Dubief et al. 2010; Vos et al. 2011; Ferrdndiz et al.
2016).

Another consequence of the genome deletions for the tran-
scriptional landscape is the generation of novel transcription
units. This may result in the appearance of new operons or even
of antisense transcripts if two transcription units from opposing
strands are joined without a terminator between them. Indeed, a
new operon consisting of recX and mutY was generated by the dele-
tion of the region between yfhH and yfhP. The latter is the case for
the expression of the ndh and pit genes encoding NAD dehydroge-
nase and the low-affinity phosphate transporter, respectively. In
both genome-reduced strains, strong antisense transcription of
both genes is observed due to read-through transcription.

The gene expression/ translation machinery

The analysis of protein resource allocation revealed that in the ref-
erence strain A6, ~56% of the resources are used for information
processing (Fig. 2A). This observation is in excellent agreement
with results obtained for resource allocation in other bacteria
(Bremer and Dennis 1996; Hui et al. 2015). In contrast, the ge-
nome-reduced strains PG10 and PS38 use 49.8% and 50.3%, re-
spectively, of their resources for information processing. This
difference can be attributed to the fractions of ribosomal proteins,
which were reduced by 25.3% and 22.3% in the two strains, respec-
tively (Fig. 3A). The use of resources for the synthesis of ribosomal

A

Ribosomal proteins
Aminoacyl-tRNA synthetases
Translation factors
5 10 15 2 2

Relative proteome fraction [%]
[ 6 W PG10 I PS38

Fraction of ribosomal proteins %]

o i 2 3
Growth rate [doublings/h]

Figure 3. The growth rate of the genome-reduced strains correlates to
the synthesis of ribosomal proteins. (A) Relative proteome fractions of
the four major groups of genes involved in translation (ribosomal proteins,
aminoacyl-tRNA synthetases, translation factors, and other proteins in-
volved in translation) of the three genome-reduced strains A6, PG10,
and PS38. (B) Fraction of ribosomal proteins as function of the growth
rate (doubling times/hour). The proteome fraction and the doubling
time show a linear correlation (black line).

proteins typically reflects the growth rate of the bacteria (Bremer
and Dennis 1996; Borkowski et al. 2016). Indeed, we observe a pre-
cise linear correlation between the growth rate of the strains and
the fraction of ribosomal proteins (Fig. 3B). In E. coli, synthesis
of the RNA polymerase is also affected by the growth rate
(Bremer and Dennis 1996; Klumpp and Hwa 2008). This does
not seem to be the case in B. subtilis, as the fraction of RNA poly-
merase subunits has remained unaffected in the genome-reduced
strains as compared to the reference strain (Fig. 4).

For the transcription apparatus, we have also investigated the
relative amounts of the individual proteins. As stated above, we ob-
served no changes of the amounts of the highly expressed core
subunits and housekeeping sigma factor of the RNA polymerase
(Fig. 4). Among the seven alternative sigma factors identified in
the proteome, the membrane stress sigma factor ¢* showed re-
duced amounts in the genome-reduced strains, whereas the
amounts of ¢* and ¢'! were slightly increased. Interestingly, the
amount of the alternative sigma factor ¢* was strongly increased
in the genome-reduced strains, reflecting the increased sigL tran-
script levels in both minimized strains. However, RNA polymerase
containing this sigma factor alone is not sufficient to initiate tran-
scription, as this particular holoenzyme depends on one of a set of
five operon-specific transcription factors (Joly et al. 2012). The ex-
pression of several SigL-controlled genes involved in arginine uti-
lization (rocA, rocG) was strongly up-regulated in the genome-
reduced strains, suggesting that the increased amount of Sigl.
might be of physiological relevance (Fig. 6, see below).

Effect of genome reduction on metabolism and its regulation

The results of the determination of the intra-cellular and extracel-
lular metabolites are summarized in Supplemental Table S4. The
analysis of the metabolite profiles for the central metabolic path-
ways revealed several important changes in the genome-reduced
strains that imply a rerouting of metabolism (for strain PG10, see
Fig. 5; for strain PS38, see Supplemental Fig. S1). Importantly,
the intracellular concentrations of several glycolytic intermediates
were reduced in the genome-reduced strains. This was mirrored by
the strongly reduced secretion of pyruvate, the end product of gly-
colysis, in the genome-reduced strains as compared to the refer-
ence strain A6 (Supplemental Table S4). Thus, flux through
glycolysis is likely to be reduced in the deletion strains. This might
be a result of the slightly reduced expression of the ptsGHI and
gapA operons and of the pgi gene (Fig. 5).

In the tricarboxylic acid (TCA) cycle, we observed distinct
changes in the mutants. Although the citrate concentration was
reduced in both deletion strains, reflecting the reduced pyruvate
concentrations, the levels of succinate and malate were increased.
In addition to the synthesis of citrate, there are several other en-
tries into the TCA cycle. The organic acids can be taken up directly
or they can be produced by the utilization of amino acids such as
arginine, glutamate, or aspartate. Indeed, most of the amino acids
present in the medium were utilized by the bacteria as indicated by
reduced concentrations in the medium after cultivation. The entry
of nutrients via the TCA cycle was reflected by the higher expres-
sion of two central transcription units that encode the enzymes
for the core of the cycle (Meyer et al. 2011). The citZ-icd-mdh oper-
on encoding citrate synthase, isocitrate dehydrogenase and malate
dehydrogenase, and the citB gene encoding aconitase as well as the
corresponding enzymes showed a strong accumulation in the ge-
nome-reduced strains, thus allowing efficient utilization of organ-
ic and amino acids via the TCA cycle.
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Figure 4. Proteome fractions of genes involved in transcription. Relative
proteome fractions of the core RNA polymerase subunits o (RpoA), B
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(SigD), and o' (Sigl) for the genome-reduced strains A6, PG10, and
PS38. Note that the scales are different for the three panels.

The most striking effect on metabolism was observed for the
arginine degradation pathway to glutamate and for glutamate bio-
synthesis. The genes and enzymes involved in arginine utilization
as well as the corresponding metabolites were increased in the ge-
nome-reduced strains; in contrast, the genes and enzymes for glu-
tamate biosynthesis were strongly reduced. However, the extent of
these alterations was very different for the two analyzed strains. In
both genome-reduced strains, the intracellular concentrations of
arginine were similar; whereas the concentration of ornithine,
an intermediate in arginine degradation was increased 16- and
twofold in PG10 and PS38, respectively (Fig. 6). Similarly, the ex-
tracellular concentration of urea, which is generated during the
conversion of arginine to ornithine, had increased very strongly
in PG10, but only mildly in the strain PS38 (Supplemental Table
S4). Moreover, we observed a strong increase of the intracellular
glutamate level in PG10, but even a slight decrease in PS38.

An analysis of these metabolic patterns and of the underlying
changes in gene expression suggests a complex picture. First, the
amounts of both the RNA polymerase sigma factor, ", and the
transcription factor RocR, that are together responsible for the ex-
pression of arginine degradation genes, are increased in the ge-
nome-reduced strains (SigL: 7.1- and 5.1-fold; RocR: 3.9- and 1.6-
fold for PG10 and PS38, respectively) (Fig. 4). This may be the rea-
son for the increased expression of the genes encoding the argi-

nine degradative pathway. Expression of the promoter-proximal
genes of the transcription units in this pathway is increased
1400-fold, 49-fold, and 70-fold for rocA, rocD, and rocG, respective-
ly, in PG10. The weaker increase of SigL and RocR in the genome-
reduced strain PS38 is reflected by a concomitant weaker increase
of expression of the arginine utilization genes (100-fold for rocA,
smaller increase for rocD and rocG), and thus weaker accumulation
of ornithine and glutamate. Second, the acquisition of arginine
seems to be increased in both strains, but to a different extent.
The concentrations of arginine and ornithine in the medium are
very low (0.16 mM and 0.03 mM, respectively, compared to the
glutamate concentration of 0.94 mM). The significant accumula-
tion of arginine degradation products suggests a different source.
Indeed, B. subtilis uses peptides as a source of nitrogen and amino
acids, and expression of the major peptide uptake system
OppABCDF is enhanced in both deletion strains (threefold and
twofold in PG10 and PS38, respectively). Finally, the strong accu-
mulation of the glutamate dehydrogenase RocG in the genome-re-
duced strain PG10 and the presence of glutamate in the medium
resultin the severe (more than 30-fold) repression of the glutamate
biosynthetic g/tAB operon in this strain. This repression results
from the regulatory interaction of RocG with the transcription ac-
tivator GItC, which leads to inactivation of GItC (Commichau
et al. 2007; Stannek et al. 2015), and thus the inability to express
the gltAB operon. Therefore, increased levels of a sigma factor, a
transcription factor, and the effector molecule ornithine lead to in-
creased expression of the arginine utilization pathway operons
and reduced expression of glutamate biosynthetic genes, and in-
creased uptake of oligopeptides may be responsible for the differ-
ential regulation of this metabolic pathway in the two genome-
reduced strains. The impact of Sigl. and RocR on the expression
of the arginine degradation genes is supported by an extended
quasi-equilibrium model (Bintu et al. 2005) for the regulation of
the roc genes, which shows that the combined slight changes in
Sigl,, RocR, and ornithine amounts are sufficient to explain the
strong up-regulation of rocA and rocG (Supplemental Data S3).
The strong changes in arginine and glutamate metabolism in
the genome-reduced strains raise the possibility that these changes
are relevant for the growth and physiology of the bacteria. To test
this hypothesis, we deleted the rocR gene encoding the transcrip-
tion factor required for the expression of the arginine utilization
genes from the genome of PG10, which exhibited the strongest ef-
fect on arginine metabolism. The analysis of growth of PG10 and
its isogenic rocR mutant GP2303 revealed that the growth rates
were not affected by the rocR deletion (Supplemental Fig. S2).
Therefore, we conclude that the strong activity of the arginine deg-
radation pathway is not required for the genome-reduced bacteria.

Discussion

Genome minimization is an important approach to uncover the
functions required for cellular life and to develop our understand-
ing of the interactions between those essential components. The
recent construction of M. mycoides JCVI-syn3.0 with a genome of
only 531 kb was a major breakthrough in the field (IHutchison
et al. 2016). However, the functions of ~30% of the genes of this
minimal genome are so far unknown (Danchin and Fang 2016).
Moreover, the biology of Mycoplasma species with their lack of a
cell wall, altered genetic code, and complex metabolic require-
ments is rather specific. Therefore, to get a more comprehensive
view of minimal bacterial cells, it is of key importance to construct
minimal genomes based on a selection of bacteria that represent
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genes for the quantitatively most impor-
tant processes in the cell, especially for
information processing. Indeed, DNA
replication, transcription, and transla-
tion require together 47.5% of the re-
sources of the translation apparatus.
The unknown genes define the other
| side of the coin, because although they
are large in number, their contribution
to global protein synthesis is negligible
% in complex medium. This observation
| supports the idea that the unknown
genes are poorly expressed since they
are involved in highly specific functions
and probably not required under stan-
dard conditions, thus making only a mi-
nor contribution to a final minimal
genome, if any. Therefore, a minimal B.
subtilis genome may be better compre-
hensible than a minimal organism based
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Figure 5. Integrated view of relative transcript, protein, and metabolite concentrations in central car-
bon metabolism. Data obtained for the genome-reduced strain PG10 were compared to those for the
reference strain A6. (Inset) Explanation of the color scheme and the presentation of the different entities.

the different biological concepts with respect to metabolism and
cell biology as well as to their ecological niches.

In this study, we present the construction and functional
characterization of two B. subtilis strains from which ~36% of
the original genome have been deleted. To the best of our knowl-
edge, this represents the most extensive combined genome dele-
tion for any complex bacterium. However, both strains are
viable, and their growth rates are only slightly reduced compared
with the reference strain.

The integrated “omics” study performed with these strains
provides several important insights with respect to general princi-
ples of gene expression and previously unidentified regulatory
mechanisms. Moreover, the results set the framework for further
steps in genome reduction.

Our study demonstrates how differently each gene contrib-
utes to the proteome of the cell, in that the essential genes, which
account for only 6% of all genes in the reference strain give rise to
57% of the translational activity. In contrast, the 25% unknown
and poorly characterized genes use only 3% of the translation ma-
chinery. These results underline the relevance of the essential

Color scale for fold changes

style selection (e.g., motility, biofilm for-

L B mation, and genetic competence) and

A tress adaptation (24% of the genome of
— ) ) 2 P

--.mL Ae the reference strain) contribute little

(6%) to global protein synthesis. In the
genome-reduced strains, most genes in-
volved in biofilm formation and motility
have been deleted as these functions are
dispensable for the cell. The conclusion

4 2 A 2 4 on the rather minor contributions of un-

oo known genes and of genes involved in
lifestyle selection and stress adaptation is
underlined by the fact that the 28% of

Metabolite / > 2

Amino acid the genome of the reference strain that

has been deleted in the genome-reduced
strains (among them many unknown
and lifestyle genes) account for <2.5% of
the proteome in the reference strain.

Theanalysis of changes in the prote-
ome and transcriptome revealed a signif-
icant increase concerning proteins involved in the biosynthesis
and assembly of iron-sulfur clusters in PS38 as compared to the ref-
erence strain and the sister strain PG10. Whereas these proteins re-
quire <0.9% of the translational capacity in the two latter strains,
this proportion has doubled to 1.82% in PS38. In agreement
with this, we also observed increased mRNA levels for the
sufCDSUB operon in PS38; however, this increase is rather minor.
So far, no regulatory mechanisms have been identified for the
sufCDSUB operon. Our findings suggest that such a regulator
that acts mainly at the posttranscriptional level has been deleted
in PS38, but not in PG10. Further analyses are required to unravel
these novel regulatory mechanisms.

The results of this characterization of two divergent, but sim-
ilar genome-reduced strains provide valuable clues for further steps
in the reduction of the B. subtilis genome. First, it seems reasonable
to delete those genes with high priority that are strongly overex-
pressed in the present strains without causing obvious benefits.
In particular, this is the case for all members of the MhqR regulon
(mhqA, mhgNOP, azoR2) and the paiAB operon. In the genome-re-
duced strains, the encoded proteins account for >4% of the total
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Figure 6. A detailed view at arginine and ornithine metabolism reveals drastic changes in PG10. Data obtained for the genome-reduced strains were
compared to those for the reference strain A6. (Inset) Explanation of the color scheme and the presentation of the different entities.

protein resource allocation, suggesting that they impose a signifi-
cant burden on the cell. Moreover, deletion of the sigl gene would
result in loss of expression of the arginine/ornithine biosynthetic
pathway. Although this pathway is highly expressed and very ac-
tive in the genome-reduced strains, switching it off by removing
the RocR transcription activator does not affect growth of the ge-
nome-reduced bacteria.

Another category of genes that can be deleted are those 225
genes that are not expressed in any of the three strains studied
here. Such genes (mostly sporulation or stress response genes)
are not likely to be required for the growth of the bacteria under
the conditions set in this study for the construction of a minimal
genome (complex medium with glucose, 37°C).

Taken together, the present study reports the most extensive
genome reduction obtained in any complex bacterium so far. Our
results emphasize the key relevance of essential genes for the biol-
ogy of the cell, and they provide important clues for further steps
in genome reduction and molecular analysis of B. subtilis.

Methods

Strains, media, and growth conditions

Escherichia coli ]M109 (Yanisch-Perron et al. 1985) was used for
cloning in plasmid pJOE6743.1 and propagation of the derivatives
and DHSa for cloning into pJOE8739.1. E. coli NM538 (Frischauf
et al. 1983) was used for plasmid multimerization to enhance B.
subtilis transformation efficiency. The genome reduced B. subtilis
11G-Bs20 (Wenzel and Altenbuchner 2015) derived from A6
(Westers et al. 2003) formed the starting point of all further chro-
mosomal deletions. The genotypes of the deletion strains B. subtilis
11G-Bs27-47-24, PG10, and PS38 (1IG-Bs27-47-38) are shown in
Supplemental Table S1. The rocR mutant strain GP2303 was con-
structed by transferring a ArocR::aphA3 deletion from B. subtilis
QB5533 (Calogero et al. 1994) to PG10. All strains were grown in

LB liquid or plated on LB agar plates and incubated at 37°C. The
media were supplemented with ampicillin (100 pg/mL) or specti-
nomycin (100 pg/mL), depending on the plasmid marker.

Molecular biology techniques

Standard recombinant DNA techniques were used. E. coli was
transformed by the heat-shock method (Chung et al. 1989) and
B. subtilis usually by the two-step method (Rahmer et al. 2015).
Prior to the introduction of the inducible competence system,
Spizizen’s minimal medium (Spizizen 1958) was used for transfor-
mation. In strains carrying the genes comK and comS$ under the B.
subtilis mannitol promoter Py,yp in addition to the natural comK
and comS in the chromosome, competence was induced in LB me-
dium by adding 0.5% mannitol to exponential growing cells for
1.5 h (Rahmer et al. 2015). Oligonucleotides were purchased
from Eurofins MWG Operon. Polymerase chain reactions were
done with High Fidelity PCR Enzyme Mix with DNA from B.
subtilis 168 as template and colony PCRs with DreamTaq DNA po-
lymerase (Thermo Fisher Scientific). DNA sequencing was per-
formed by GATC Biotech.

Deletion formation in B. subtilis A6

Deletions in B. subtilis A6 were done in a markerless way using a se-
lection/counter-selection strategy as described previously (Wenzel
and Altenbuchner 2015). Briefly, two fragments of ~700 bp are
amplified from the upstream and downstream regions of the target
sequence, fused to each other, and inserted into the nonreplicative
suicide vectors pJOE6743.1 (Wenzel and Altenbuchner 2015) or
pJOE8739.1. The latter vector contains the ccdB gene under
the E. coli thamnose promoter. For details of construction of
pJOE8739.1, see Supplemental Methods. The sequence has been
deposited in GenBank, KY200664. The PCR fragments were insert-
ed into pJOE8739.1 linearized by Smal using the Gibson assembly
protocol as described by the manufacturer (New England Biolabs).
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