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1. Zusammenfassung 

 

Bei dem weit verbreiteten, Gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis handelt es sich um einen der am 

besten charakterisierten Organismen. Drei Faktoren haben insbesondere zur Etablierung von B. subtilis 

als Modellorganismus beigetragen: I.) die einfache genetische Manipulierbarkeit und Handhabung im 

Labor, II.) das Interesse an zellulären Differenzierungsprozessen wie der Bildung von Endosporen und 

III.) die biotechnologische Bedeutung von Bacillus-Arten. Deshalb sind die zellulären Komponenten, 

wie Proteine, Metabolite und regulatorische RNAs, und physiologischen Prozesse von B. subtilis, 

einschließlich seiner Anpassungsmechanismen an verschiedene Nährstoff- und Stressbedingungen, 

bereits sehr gut charakterisiert. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Anpassung der 

Genexpression von B. subtilis an hyperosmotische Bedingungen, mit denen das Bakterium in seinen 

natürlichen Habitaten häufig konfrontiert ist. 

Die Konstruktion genomreduzierter Stämme ist ein Ansatz, die Interaktionen zwischen den zellulären 

Komponenten sowie die Funktion aller Proteine und funktionellen RNAs eines Organismus besser zu 

verstehen. Das MiniBacillus-Projekt verfolgt das Ziel, durch schrittweise Deletion aller nicht-

essentiellen genomischen Regionen einen B. subtilis-Stamm zu entwickeln, der mit einem minimalen 

Set an Genen in komplexen Medien wachsen kann. In einer von der Arbeitsgruppe um Prof. J. Stülke 

(Georg-August-Universität Göttingen) koordinierten Studie erfolgte die bisher umfassendste Multi-

Omics-basierte Charakterisierung von genomreduzierten Stämmen. Die zwei analysierten Stämme 

wiesen eine Genomreduzierung von ca. 35 % auf. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden das 

Transkriptom der Stämme im Vergleich zum Ausgangsstamm unter Verwendung von 

strangspezifischen Tiling-Arrays untersucht sowie phänotypische Merkmale der Zellen mittels 

Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Studie lieferte wichtige Befunde zur Verteilung der zellulären 

Translationskapazität und zeigte beispielsweise, dass der Anteil der essentiellen Proteine am gesamten 

Proteom in den drei B. subtilis-Stämmen größer als 50 % ist, während Proteine mit unbekannter 

Funktion weniger als 3 % des Proteoms ausmachen. Weiterhin wurden die Auswirkungen der 

Deletionen auf die Genexpression und den Metabolismus untersucht, wobei sich die Unterschiede 

zwischen den genomreduzierten Stämmen und dem Ausgangsstamm zum größten Teil mit 

Veränderungen der Menge oder der Aktivität von Transkriptionsfaktoren erklären lassen. Die Multi-

Omics-Studie trug nicht nur zum besseren Verständnis der zellulären Netzwerke bei, sondern 

identifizierte auch Ansatzpunkte für die gezielte Deletion weiterer genomischer Bereiche. 

Eine weitere Transkriptomanalyse wurde im Rahmen eines Projektes mit der Arbeitsgruppe um Prof. 

J. Stülke zur Charakterisierung der physiologischen Rolle des sekundären Botenstoffs c-di-AMP 

durchgeführt. c-di-AMP ist ein essentielles Signalnukleotid vieler Bakterien, das bei Gram-positiven 

Organismen eine wichtige Rolle bei der zellulären Kalium-Homöostase spielt, aber auch weitere 

Funktionen wie den Zellwandmetabolismus beeinflusst. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 

Genexpressionsmuster des B. subtilis-Stammes 168 und einer Mutante, die c-di-AMP nicht abbauen 

kann, miteinander verglichen, um die Auswirkungen einer Akkumulation von c-di-AMP auf globaler 

Ebene zu untersuchen. Zu den stärksten Effekten gehörte die Repression der beiden Operons, die für 

die Biofilmbildung entscheidend sind. In weiteren Experimenten in Göttingen wurde mit einem nicht 

domestizierten Stamm gezeigt, dass B. subtilis bei hohen intrazellulären c-di-AMP-Konzentrationen 

keinen Biofilm ausbilden kann. 

Ebenfalls im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit der Arbeitsgruppe um Prof. J. Stülke wurde eine 

Transkriptomanalyse durchgeführt, um den Zusammenhang zwischen Veränderungen der DNA-
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Topologie und dem Glutamatstoffwechsel von B. subtilis aufzuklären. Der Ausgangspunkt dieser 

Analyse waren Studien der Göttinger Arbeitsgruppe zum zentralen Regulator der Kohlenstoff-

Katabolitenrepression, CcpA, dessen Inaktivierung dazu führt, dass B. subtilis Glutamat nicht selbst 

synthetisieren kann. Die Ursache dafür ist die konstitutive Expression des rocG-Gens, das einen 

negativen Effektor des Transkriptionsaktivators GltC kodiert. Bestimmte Supressormutanten, die ohne 

Zugabe von Glutamat wachsen können, besitzen aufgrund einer Punktmutation im topA-Gen eine 

hyperaktive Form der Topoisomerase I, die mit einer Reduktion des negativen DNA-Supercoilings 

verbunden ist. In der durchgeführten Transkriptomanalyse wurden mehr als 1100 Gene identifiziert, 

die in der ccpA topAhyper-Mutante eine im Vergleich zur ccpA-Mutante veränderte Expression 

aufwiesen. Die damit verbundenen Auswirkungen auf das metabolische Netzwerk von B. subtilis 

führen dazu, dass RocG seine regulatorische Funktion nicht mehr ausüben kann und GltC dadurch in 

der Lage ist, die Transkription des Glutamat-Biosynthese-Operons gltAB zu aktivieren. Insgesamt hat 

die Studie Verbindungen zwischen der DNA-Topologie und dem metabolischen Netzwerk gezeigt, die 

unter physiologischen und biotechnologischen Aspekten von Interesse sind. 

Um ein Absinken des Turgors unter hyperosmotischen Bedingungen zu vermeiden, akkumulieren 

Bakterien kompatible Solute im Zytoplasma. B. subtilis kann mit Hilfe von fünf osmotisch induzierbaren 

Aufnahmesystemen (OpuA bis OpuE, engl. osmostress protectant uptake) mindestens 15 verschiedene 

osmoprotektive Substanzen aus der Umgebung aufnehmen. Die aus einem Genduplikationsereignis 

hervorgegangenen Transporter OpuB und OpuC weisen eine Sequenzhomologie von über 70 % auf, 

unterscheiden sich aber dennoch deutlich hinsichtlich ihres Substratspektrums. Während OpuB 

weitgehend spezifisch für das Glycin-Betain-Vorläufermolekül Cholin ist, kann der OpuC-Transporter 

eine Vielzahl an verschiedenen Substanzen, einschließlich Glycin-Betain und Cholin, aufnehmen. Für 

das opuB-Operon wurde in einer vorangegangenen Transkriptomstudie ein Antisense-Transkript mit 

der Bezeichnung S1290 identifiziert, welches eine starke transiente Induktion nach Einwirkung eines 

Salzschocks zeigte. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die bioinformatisch vorhergesagte 

Abhängigkeit der S1290-Expression vom alternativen RNA-Polymerase-Sigmafaktor SigB, dem 

zentralen Regulator der generellen Stressantwort von B. subtilis, experimentell bestätigt und die 

potentielle regulatorische Rolle der asRNA (engl. antisense RNA) untersucht. Es wurde gezeigt, dass 

die S1290-asRNA für die zeitlich verzögerte Induktion von opuB nach einem Salzschock verantwortlich 

ist. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass B. subtilis die effektive Nutzung der vorhandenen 

osmoprotektiven Substanzen und der energetischen Ressourcen erreicht, indem zunächst vorrangig 

die Gene induziert werden, die für den relativ unspezifischen OpuC-Transporter kodieren, und erst 

danach die Synthese des Cholin-spezifischen Transporters OpuB aktiviert wird.  

Neben der Akkumulation von osmoprotektiven Substanzen sind andauernde hyperosmotische 

Bedingungen mit vielen weiteren Veränderungen der Genexpression und Physiologie von B. subtilis 

verbunden. Dazu zählen unter anderem Veränderungen im Zellwandmetabolismus, die Induktion einer 

Eisenlimitationsantwort, eine reduzierte Motilität und die Unterdrückung der Sporulation. Um 

zusätzliche Facetten der Anpassung von B. subtilis an ein kontinuierliches Wachstum unter 

hyperosmotischen Bedingungen aufzudecken, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine globale Analyse 

des Transkriptoms unter Verwendung strangspezifischer Tiling-Arrays. Der Vergleich der 

Transkriptmengen unter Hochsalzbedingungen (1,2 M NaCl) und unter Standardbedingungen zeigte 

Veränderungen der Expression von mehr als einem Viertel der proteinkodierenden Gene sowie 

zahlreicher nicht-kodierender RNAs. Es wurden bisher nicht bekannte Anpassungsreaktionen von 

B. subtilis an hyperosmotische Bedingungen identifiziert, wie beispielsweise eine anhaltende nicht-

maximale Induktion des SigB-Regulons und eine erhöhte Expression CymR-abhängiger Gene. Ein 



1. Zusammenfassung 

~ 7 ~ 
 

weiteres Ergebnis der durchgeführten Studie war, dass eine hohe Osmolarität der Umgebung nicht nur 

die Motilität der B. subtilis-Zellen negativ beeinflusst, sondern auch zu einer stark verringerten 

Biofilmbildung führt. Die Akkumulation von osmoprotektiven Substanzen wie Glycin-Betain wirkt der 

Dehydrierung des Zytoplasmas entgegen, kann aber zelluläre Prozesse auch durch eine stabilisierende 

Wirkung auf Proteine und Nukleinsäuren beeinflussen. Die genomweiten Effekte von Glycin-Betain auf 

die Genexpression von B. subtilis wurden in dieser Arbeit zum ersten Mal untersucht. In Gegenwart 

von 1,2 M NaCl und 1 mM Glycin-Betain wiesen 40 % der Gene, die unter Hochsalzbedingungen im 

Vergleich zur Kontrolle induziert waren, eine signifikant verringerte Expression auf. Darunter befanden 

sich Gene, die für Opu-Aufnahmesysteme kodieren, sowie viele Gene des SigB-Regulons. 

Demgegenüber wird die bei hohen Salzkonzentrationen unterdrückte Expression der Sporulationsgene 

durch die Supplementation des Mediums mit Glycin-Betain nicht aufgehoben. Die Transkriptmengen 

von 150 Genen waren durch Glycin-Betain sowohl unter Hochsalz- als auch unter Kontrollbedingungen 

beeinflusst. Mit dieser Studie wurden umfassende Daten zur Genexpression von B. subtilis unter 

hyperosmotischen Bedingungen generiert, wodurch neue Facetten der zellulären Anpassung sowie 

globale Effekte der osmoprotektiven Substanz Glycin-Betain aufgedeckt werden konnten. 
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2. Einleitung 

 

2.1 Bacillus subtilis als Gram-positiver Modellorganismus 

 

In Bezug auf die Biomasse dominieren prokaryotische und eukaryotische Mikroorganismen das Leben 

auf der Erde. Sie besetzen fast jede ökologische Nische und überleben durch ihre hohe 

Anpassungsfähigkeit selbst unter extremen Umweltbedingungen. Um diese Anpassungsfähigkeit und 

das regulatorische Netzwerk der Zellen besser zu verstehen, sind Mikroorganismen Gegenstand 

verschiedener aktueller Forschungsschwerpunkte. Dabei spielen nicht nur pathogene Bakterien, 

sondern auch eine Vielzahl apathogener Modellorganismen eine Rolle. 

Bei dem stäbchenförmigen, Gram-positiven, endosporenbildenden Bakterium Bacillus subtilis handelt 

es sich um einen der am besten charakterisierten Organismen. Es dient als Modell für die Gruppe der 

Gram-positiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt (Firmicutes), zu der biotechnologisch bedeutsame 

Organismen (Bacillus-Arten und Milchsäurebakterien), aber auch wichtige Pathogene wie 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae oder Listeria monocytogenes gehören. Weiterhin 

spielt B. subtilis eine wichtige Rolle als Referenzmodell für einfache Zelldifferenzierung und wurde in 

vielen Studien hinsichtlich seines klar definierten Sporulationsprogrammes analysiert 

[zusammengefasst in: Piggot und Hilbert, 2004; Yudkin und Clarkson, 2005]. Zudem ermöglicht die 

genetische Kompetenz des Organismus eine einfache Manipulation des Genoms 

[Hamoen et al., 2003]. Daher und aufgrund der relativ einfachen Kultivierung sowie der ausgeprägten 

Fähigkeit zur Proteinsekretion werden Bacillus-Arten (hauptsächlich B. subtilis, Bacillus licheniformis 

und Bacillus amyloliquefaciens) in der Biotechnologie eingesetzt, insbesondere für die Produktion von 

Enzymen und pharmazeutisch wirksamen Proteinen [Gu et al., 2018]. 

Der natürliche Lebensraum von B. subtilis umfasst die Rhizosphäre und die oberen Bodenschichten. 

Dieser Lebensraum hat zur Folge, dass B. subtilis in der Lage sein muss, sich an viele verschiedene 

Nährstoff- und Stressbedingungen, bedingt durch die verschiedenen Umwelteinflüsse, anzupassen. 

Daher haben sich im Laufe der Evolution eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt, die das Überleben 

des Bakteriums sicherstellen. Die Basis für die Analyse des zugrundeliegenden regulatorischen 

Netzwerks bildete die durch ein europäisch-japanisches Gemeinschaftsprojekt vollständige 

Entschlüsselung des B. subtilis-Genoms [Kunst et al., 1997]. Ein Jahrzehnt später erfolgte die 

Resequenzierung durch Barbe et al. [2009] und im darauffolgendem Jahrzehnt die Reannotierung 

durch Borriss et al. [2018], so dass man heutzutage davon ausgeht, dass das Genom 4,22 Millionen bp 

umfasst, welche für mindestens 4.237 Proteine, 30 rRNAs, 86 tRNAs, 95 weitere RNAs und 88 

Pseudogene kodieren. Auf der Basis dieses Wissens erfolgte die detaillierte Analyse der 

entscheidenden Ebene der bakteriellen Genexpressionsregulation, der Transkription, sowie der 

weiteren in einem Netzwerk zusammenwirkenden Ebenen der post-transkriptionellen Regulation, der 

Translation und der Regulation auf Proteinebene. 

Insbesondere Transkriptomstudien mit Hilfe von Tiling-Arrays und Sequenzierungsmethoden 

[Mäder et al., 2011] sowie weitere bioinformatische Ansätze und zahlreiche Folgestudien haben 
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gezeigt, dass das bakterielle Transkriptom viele der Merkmale aufweist, die mit der Komplexität des 

eukaryotischen Transkriptoms einhergehen, einschließlich einer großen Anzahl an nichtkodierenden 

RNAs [Sorek und Cossart, 2010]. Bakterielle regulatorische RNAs umfassen dabei drei Hauptklassen: 

trans-kodierte sRNAs, einschließlich Protein-bindender sRNAs, cis-kodierte asRNAs und cis-aktive 5'-

RNA-Elemente. In Gram-negativen Bakterien benötigen die meisten sRNAs das Hfq-Chaperon, um 

definierte mRNAs zu regulieren [De Lay et al., 2013]. Dieser Themenbereich ist jedoch bei den meisten 

Gram-positiven Bakterien einschließlich B. subtilis bisher sehr wenig untersucht. Das gegenwärtige 

Wissen legt nahe, dass die RNA-vermittelte Regulation in B. subtilis hauptsächlich auf Elementen 

innerhalb von 5'-UTRs beruht, welche Metaboliten-abhängige Riboswitches, tRNA- und Protein-

abhängige RNA-switches und Ribosomen-vermittelte transkriptionelle Attenuierungssysteme 

umfassen. In einer groß angelegten Tiling-Array-basierten Studie erfolgte die Analyse des 

Transkriptoms von B. subtilis 168 unter 104 verschiedenen Umweltbedingungen. Dazu gehören 

beispielsweise die Nutzung verschiedener Kohlenstoffquellen, aerobes und anaerobes Wachstum, 

verschiedene Stressbedingungen, Hochzelldichte-Fermentation sowie Sporulation, 

Kompetenzentwicklung, Motilität und Biofilmbildung [Nicolas et al., 2012]. In dieser Studie waren 

mehr als 95 % aller Gene unter mindestens einer Bedingung exprimiert. Durch bioinformatische 

Analysen erfolgte die Identifikation eines umfassenden Repertoires an Expressionsprofilen, 

Transkriptionseinheiten und die Einteilung einer Vielzahl von Promotoren entsprechend der 

Regulation durch verschiedene RNA-Polymerase-Sigmafaktoren. Zudem fand die Identifizierung und 

Klassifizierung von 1583 zuvor nicht annotierten RNAs, darunter 5'-UTRs, sRNAs, asRNAs und neu 

vorhergesagten CDSs, statt. Darüber hinaus publizierten Mars et al. [2016] eine detaillierte Darstellung 

und eine weitere in-silico Charakterisierung aller identifizierten RNA-Segmente, womit wichtige 

Hinweise für die funktionelle Charakterisierung regulatorischer RNAs in B. subtilis geliefert wurden. 

Trotz des Wissens über 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 definierten Bedingungen, um die Komplexität 

der Umwelteinflüsse zu verringern. In anderen Ansätzen wird der Organismus selbst hinsichtlich seines 

Genoms reduziert oder aber die Aktivität von spezifischen regulatorischen Proteinen gezielt verändert. 

Im Rahmen dieser Arbeit spielten alle drei Ansätze eine Rolle. Dabei stand die Analyse der 

Transkriptionsregulation von B. subtilis unter hyperosmotischen Bedingungen im Vordergrund. Zudem 

wurden Transkriptomanalysen einer topA-Mutante mit verändertem DNA-Supercoiling und eines 

B. subtilis Stamms, welcher erhöhte Mengen des sekundären Botenstoffs c-di-AMP aufweist, 

durchgeführt. Im Rahmen des MiniBacillus-Projektes erfolgte die Charakterisierung von zwei 

B. subtilis-Stämmen mit einer Genomreduzierung von ca. 35 %. 
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2.2 MiniBacillus - Das Bacillus subtilis Minimalgenom-Projekt 

 

2.2.1 Genomreduzierung als Möglichkeit, das zelluläre Leben besser zu verstehen 

 

 
Abbildung 1: Der Zeitstrahl zeigt einen Überblick über die wichtigsten Erfolge von groß angelegten Projekten im 

Zuge der Genom-Minimierung in Bacillus subtilis 168. 

 

Wie zuvor erwähnt, ist eine Möglichkeit, das regulatorische Netzwerk eines Organismus besser zu 

verstehen, die Komplexität des Organismus zu verringern. Hierfür eignen sich besonders gut 

Modellorganismen, bei denen man daher in verschiedenen Projekten eine Reduktion des Genoms mit 

ŘŜƳ ½ƛŜƭ ǾƻǊƎŜƴƻƳƳŜƴ ƘŀǘΣ ŜƛƴŜƴ hǊƎŀƴƛǎƳǳǎ Ƴƛǘ ŜƛƴŜƳ ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜƴ αaƛƴƛƳŀƭƎŜƴƻƳά Ȋǳ 

konstruieren. Diese Ansätze dienen dazu, die notwendigen Funktionen des zellulären Lebens und die 

Interaktion der einzelnen Komponenten besser zu verstehen. Zudem werden solche Organismen auch 

in der Biotechnologie als stark vereinfachte Zellfabriken zur Synthese von einfachen chemischen 

Verbindungen bis hin zu sekundären Metaboliten und heterologen Proteinen eingesetzt 

[Trinh et al., 2008; Morimoto et al., 2008; Komatsu et al., 2010; Hao et al., 2013].  

Für die Herstellung solcher Organismen gibt es ȊǿŜƛ ǾŜǊǎŎƘƛŜŘŜƴŜ {ǘǊŀǘŜƎƛŜƴΣ ȊǳƳ ŜƛƴŜƳ ŘƛŜ αbottom-

upά ǳƴŘ ȊǳƳ ŀƴŘŜǊŜƴ ŘƛŜ αtop-downά-Strategie [Xavier et al., 2014]. Während bei der ersten Strategie 

ein Genom auf der Grundlage der essentiellen Gene synthetisiert wird [Blain und Szostak, 2014], 

ŜǊŦƻƭƎǘ ōŜƛƳ αtop-downά-Ansatz eine Reduzierung des vorliegenden Genoms durch eine gezielte 

Deletion von nicht essentiellen genomischen Regionen [Juhas et al., 2014; Choe et al., 2016]. Im Jahr 

2лмс ǿǳǊŘŜ Řŀǎ ƳƛǘǘŜƭǎ αbottom-upά-Ansatz generierte 531 kb große Mycoplasma mycoides JCVI-

syn3.0-Genom durch Hutchison et al. [2016] veröffentlicht, welches für 473 Gene kodiert. 

Interessanterweise ist jedoch die Funktion von ca. 31 % der Gene dieses minimalen Genoms unbekannt 

[Danchin und Fang, 2016]. Im Gegensatz ŘŀȊǳ ŜǊŦƻƭƎǘŜ ŜƛƴŜ αtop-downά-basierte Genomreduktion in 

verschiedenen Mikroorganismen wie beispielsweise E. coli, Saccharomyces cerevisiae und auch 
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B. subtilis [Eisenstein, 2017]. So wurde das Genom von E. coli mit einem derartigen Ansatz um 35 % 

reduziert, ohne dass die Überlebensfähigkeit unter definierten Bedingungen beeinflusst war 

[Hirokawa et al., 2013]. Da sich jedoch die verschiedenen Organismen hinsichtlich ihrer spezifischen 

Biologie und Lebensweise stark voneinander unterscheiden, werden die Ergebnisse der 

Minimalgenom-Projekte ebenfalls variieren, wodurch jedes Projekt seinen Wert und seine Bedeutung 

erhält. Ein Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Studien könnte dazu beitragen, weitere 

Antworten auf ŘƛŜ ƎŜƳŜƛƴǎŀƳŜ ȊŜƴǘǊŀƭŜ CǊŀƎŜ ŘƛŜǎŜǊ tǊƻƧŜƪǘŜ Ȋǳ ōŜƪƻƳƳŜƴΥ α²ŀǎ ƛǎǘ [ŜōŜƴ ǳƴŘ ǿƛŜ 

ŦǳƴƪǘƛƻƴƛŜǊǘ ŜǎΚά 

Um das Genom von B. subtilis zu reduzieren, wurden im Rahmen einer frühen Studie 7,7 % der 

genetischen Information deletiert [Westers et al., 2003]. Hierbei erfolgte die Deletion von insgesamt 

332 Genen, und zwar der Prophagen SPß und PBSX, der Prophagen-ähnlichen Elemente (prophage 1, 

prophage 3, skin) und des Polyketid-Synthase-Operons (pks). Das Wachstum des resultierenden 

Stammes ɲс war im Vergleich zum Ausgangsstamm B. subtilis 168 unverändert. Nachfolgende Ansätze 

erlaubten eine Genomreduktion von 20 % [Morimoto et al., 2008] bzw. ca. 25 % [Ara et al., 2007] 

(siehe Abbildung 1). 

Einen wichtigen Aspekt solcher Ansätze stellt die Identifizierung der sogenannten essentiellen Gene 

dar. Hierbei handelt es sich um die Gene, deren Produkte von zentraler Bedeutung für das Überleben 

und das Wachstum eines Organismus unter spezifischen Bedingungen sind. Es ist dabei offensichtlich, 

dass dieser Satz von Genen auch durch die morphologischen und physiologischen Merkmale bestimmt 

wird und sich daher zwischen den einzelnen Organismen unterscheidet. 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 übernehmen, so dass nur der Verlust beider Gene für den Organismus 

letal ist. Zum anderen kann es sich bei den essentiellen Genen um solche handeln, die beim Schutz vor 

toxischen Metaboliten oder Proteinen eine zentrale Rolle spielen. Deletiert man entsprechend das für 

das Toxin kodierende Gen bzw. den Syntheseweg der toxischen Substanz, kann das zunächst als 

essentiell deklarierte Gen seinen Status verlieren [Durand et al., 2012]. Aufgrund des stetigen 

Wissenszuwachses unterliegt die Anzahl der sogenannten essentiellen Gene gewissen Veränderungen. 

Derzeit geht man bei B. subtilis von 253 Genen aus, die zum Wachstum unter definierten und 

optimalen Wachstumsbedingungen (LB (engl. lysogeny broth)-Medium mit Glukose bei 37 °C) 

essentiell sind [Reuss et al., 2016]. Dabei kodieren ca. 50 % dieser Gene für Proteine, die am 

ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜƴ αinformation processingά ƛƴƴŜǊƘŀƭō ŘŜǊ ½ŜƭƭŜ ōŜǘŜƛƭƛƎǘ ǎƛƴŘΦ 5ŀǊǳƴǘŜǊ ŦŀƭƭŜƴ ǿƛŎƘǘƛƎŜ 

Prozesse wie zum Beispiel DNA-Replikation, Transkription und Translation. Die übrigen 50 % teilen sich 

auf weitere zelluläre Funktionen, die den Metabolismus, die Zellteilung und die Integrität der Zelle 

betreffen, auf. 

Im Rahmen des MiniBacillus-Projektes (http://www.minibacillus.org/project) verfolgt man 

dementsprechend das Ziel, einen B. subtilis Stamm zu entwickeln, welcher mit einem minimalen 

Genom ausgestattet ist, in dem alle verbleibenden Gene essentiell sind. Zudem sollen die Bedeutung 

und der physiologische Beitrag eines jeden Gens innerhalb des minimalen Genoms aufgeklärt werden. 

¦Ƴ ŘŀōŜƛ Řŀǎ DŜƴƻƳ ǎŎƘƴŜƭƭ ǳƴŘ ƎŜȊƛŜƭǘ ƳƛǘǘŜƭǎ ŜƛƴŜǎ αtop-Řƻǿƴά-Ansatzes zu reduzieren, erfolgt die 
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Deletion der genomischen Bereiche unter Verwendung des markerfreien Deletionssystems nach 

Wenzel und Altenbuchner [2015]. In einem fortgeschrittenen Stadium des Projektes wurde mit zwei 

unabhängigen Stammlinien weitergearbeitet, um auf potentielle Probleme wie ein stark 

beeinträchtigtes Wachstum oder Verlust der genetischen Kompetenz besser reagieren zu können. 

Zwei genomreduzierte Stämme, PG10 und PS38, wurden phänotypisch und unter Einsatz von Omics-

Technologien umfassend charakterisiert [Reuss et al., 2016]. Die Stämme wiesen eine 

Genomreduzierung von ca. 35 % auf, wobei durch jeweils 88 (PG10) bzw. 94 (PS38) Deletionen das 

Genom der beiden Stämme um 1553 bzw. 1605 Gene verkleinert wurde. Dabei zeigte das Wachstum 

der Stämme im komplexen Medium nur eine geringfügige Reduktion im Vergleich zum 

Ausgangsstamm D6 [Westers et al., 2003], der eine Genomreduktion von 7,7 % aufwies 

[Reuss et al., 2016]. 

 

2.2.2 Genomreduzierung von Bacillus subtilis und die Konsequenzen für das zelluläre 

Netzwerk 

 

Im Zuge des MiniBacillus-Projektes erfolgte auch die bisher umfassendste Multi-Omics-basierte 

Charakterisierung von genomreduzierten Stämmen (siehe Abschnitt 8.1). Als Teil der vorliegenden 

Arbeit wurden das Transkriptom und der Phänotyp der Stämme untersucht. So konnte mit Hilfe von 

mikroskopischen Analysen gezeigt werden, dass der Ausgangsstamm D6 während des Wachstums als 

individuelle, stäbchenförmige Zellen vorlag, wohingegen die beiden Deletionsstämme lange Filamente 

nicht separierter Zellen bildeten. Um die Auswirkungen der Deletionen auf das regulatorische und 

metabolische Netzwerk besser zu verstehen, erfolgte eine detaillierte Analyse des Genoms, 

Transkriptoms, Proteoms und Metaboloms. Dieser kombinierte Ansatz sollte zum einem das 

Verständnis der molekularen Zusammenhänge innerhalb der Bakterienzelle verbessern und 

andererseits neue wichtige Aspekte und Erkenntnisse für die weitere Reduktion des Genoms in Bezug 

auf die Konstruktion eines minimalen Bacillus-Genoms liefern. 

Die Sequenzierung des Genoms der beiden Stämme diente dazu, die durchgeführten Deletionen zu 

bestätigen und präzise zu annotieren. Des Weiteren konnten dabei über 70 stammübergreifende und 

stammspezifische Mutationen detektiert werden, so wie es in ähnlichen Studien der Fall war 

[Gibson et al., 2010; Hutchison et al., 2016]. Diese betrafen sowohl kodierende als auch nicht 

kodierende Regionen des Genoms. 

Die Auswertung der Ergebnisse der Multi-Omics-Analyse lieferte wichtige Ergebnisse zur Verteilung 

der zellulären Translationskapazität. Während die essentiellen Gene in den drei B. subtilis-Stämmen 

zwischen 6 bzw. 9 % des Genoms beanspruchen, machen deren Produkte mehr als die Hälfte des 

gesamten Proteoms aus. Dahingegen kodieren ca. 20 % des Genoms für Gene mit unbekannter 

Funktion, wobei deren Produkte weniger als 3 % des Proteoms bestimmen. Diese Ergebnisse 

demonstrieren zum einem die Wichtigkeit der essentiellen Gene sowie deren Produkte und zum 

anderen, dass die Produkte von Genen mit unbekannter Funktion nur unter ganz spezifischen 

Umweltbedingungen benötigt werden und daher für einen B. subtilis-Stamm mit einem 

Minimalgenom nur eine untergeordnete Rolle spielen. 
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Die durchgeführte Studie konnte zeigen, dass sich das Transkriptom und auch das Proteom der beiden 

Deletionsstämme auch für die verbliebenen Gene deutlich von dem des Ausgangsstammes 

unterscheiden. Diese Ergebnisse lassen sich zum größten Teil mit Veränderungen der Menge oder 

Aktivität von Transkriptionsfaktoren infolge der durchgeführten Deletionen bzw. der dadurch 

entstandenen Mutationen erklären. Sie tragen somit zum Verständnis des zellulären Netzwerkes und 

zur Identifizierung von Genen bzw. Genregionen für weitere gezielte Deletionen bei. So konnte 

beispielsweise durch die Transkriptomanalyse eine sehr stark erhöhte Expression des mhqNOP-

Operons und der Gene azoR2 und mhqA in den Deletionsstämmen festgestellt werden. Diese drei 

Transkriptionseinheiten stehen unter der Kontrolle des MhqR-Repressors, welcher deletiert wurde, 

wodurch es zur gesteigerten Expression kommt. Dies wirkt sich auch auf die Zusammensetzung des 

tǊƻǘŜƻƳǎ ŀǳǎΣ ƛƴ ŘŜǊ ŜƛƴŜ ǎǘŀǊƪŜ «ōŜǊǊŜǇǊŅǎŜƴǘŀǘƛƻƴ ŘŜǊ ŦǳƴƪǘƛƻƴŜƭƭŜƴ YŀǘŜƎƻǊƛŜ αLifestylesά 

identifiziert werden konnte. Die aufgeführten Gene sind ein Teil dieser Kategorie, da sie für protektive 

Proteine der oxidativen Stressantwort kodieren [Töwe et al., 2007]. Da diese stark erhöhte Expression 

und die vermehrte Proteinmenge keinen offensichtlichen Vorteil für die Zelle darstellen, ist die 

Deletion dieser Gene einer der nächsten Schritte im Prozess der weiteren Genomreduktion. 

Die im großen Maßstab durchgeführte Genomreduzierung hatte auch Konsequenzen für das 

metabolische Netzwerk. So konnte im Rahmen der Studie eine erhöhte Menge des alternativen RNA-

Polymerase-Sigmafaktors L sowie des Transkriptionsfaktors RocR detektiert werden. Beide sind 

maßgeblich an der Expression der für den Arginin-Abbau zuständigen Gene (rocA-, rocD- und rocG-

Operons) beteiligt [Debarbouille et al., 1991; Ali et al., 2003], welche in den Deletionsmutanten stark 

erhöht war. Das Glutamat-Biosynthese-Operon gltAB zeigte hingegen eine deutlich niedrigere 

Expression, die insbesondere auf die erhöhte SigL-abhängige Expression von rocG und die daraus 

resultierende Inaktivierung des Transkriptionsaktivators GltC zurückzuführen ist 

[Bohannon und Sonenshein, 1989; Commichau et al., 2007a; Stannek et al., 2015]. Weitere Versuche 

zeigten, dass eine Deletion von RocR und die damit verbundene verringerte Expression der Arginin-

Abbau-Gene keine negativen Folgen für das Wachstum der Deletionsstämme unter den gegebenen 

Bedingungen mit sich bringt, wodurch neue Ansatzpunkte für weitere gezielte Deletionen von 

genomischen Regionen identifiziert wurden. 

Weiterhin erfolgte innerhalb der Arbeit die Identifikation von über 200 Genen, die in allen drei 

Stämmen nicht exprimiert waren und daher vermutlich ebenfalls in den nachfolgenden Schritten 

deletiert werden können. Eine weitere Konsequenz bei der Konstruktion eines minimalen Genoms ist 

die Entstehung neuer Transkriptionseinheiten. Durch die Deletion eines genomischen Bereiches kann 

die Verknüpfung der benachbarten Bereiche neue Operonstrukturen erzeugen. Zudem können neue 

Antisense-Transkripte entstehen, wenn zwei gegenläufige Transkriptionseinheiten ohne effizienten 

Terminator miteinander verbunden werden und es zu einer read-through-Transkription in die 

benachbarte Genregion kommt. 

Somit konnten mit der hier durchgeführten Studie einige wichtige regulatorische Zusammenhänge in 

B. subtilis gezeigt und neue Ansatzpunkte für die weitere Deletion genomischer Bereiche identifiziert 

werden. Die inzwischen im Zuge des Minimalgenom-Projektes konstruierten B. subtilis Stämme weisen 
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eine Genomreduktion von 42 % auf, was im Vergleich zu anderen Mikroorganismen die bisher größte 

Genomminimierung darstellt [Eisenstein, 2017]. 
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2.3 Der sekundäre Botenstoff c-di-AMP 

 

2.3.1 c-di-AMP als intrazelluläres Signalmolekül 

 

Der in Bakterien und Archaeen vorkommende sekundäre Botenstoff zyklisches-di-AMP (engl. cyclic di-

AMP auch c-di-AMP) [Römling, 2008; Witte et al., 2008] gilt als einziger essentieller sekundärer 

Botenstoff für das Wachstum unter Standardbedingungen (Wachstum im komplexen Medium) 

[Commichau et al., 2015; Gundlach et al., 2015]. Es spielt bei Gram-positiven Organismen eine Rolle 

bei der Regulation verschiedener zellulärer Funktionen, wie der Kalium-Homöostase und 

Osmoregulation, dem zentralen Stoffwechsel, der Zellteilung, der Zellwandsynthese, der 

Biofilmbildung, der DNA-Integrität sowie der Virulenz [zusammengefasst in Commichau et al., 2018]. 

Bei c-di-AMP handelt es sich um eines von mehreren verschiedenen Signalmolekülen, die dazu dienen, 

Informationen an ein intrazelluläres Ziel weiterzuleiten, wobei es sich meist um ein Protein- oder RNA-

Molekül handelt. Die Nutzung von solchen Botenstoffen ermöglicht die Übertragung von 

Informationen an mehrere Ziele und erleichtert die Signaltransduktion, wenn zum Beispiel das 

eigentliche Signal von den Zielproteinen nicht leicht detektiert werden kann [Gomelsky, 2011]. Neben 

c-di-AMP gehören das gut untersuchte zyklische AMP (cAMP) und ppGpp (engl. guanosine 3',5'-

bispyrophosphate), die als Signale für die suboptimale Verfügbarkeit von Kohlenstoffquellen bzw. 

Aminosäurelimitation dienen, ebenfalls zu den sekundären Botenstoffen [Görke und Stülke, 2008; 

Hauryliuk et al., 2015]. Darüber hinaus wird zyklisches di-GMP in vielen Bakterien verwendet, um den 

Wechsel zwischen den beiden Lebensstilen, beweglicher Einzeller oder mehrzelliger sessiler Biofilm, 

zu vermitteln [Hengge et al., 2016]. 

Die Synthese und der Abbau von c-di-AMP erfolgen durch sogenannte Diadenylatzyklasen und 

Phosphodiesterasen. In B. subtilis wurden drei Diadenylatzyklasen DisA, CdaA und CdaS identifiziert 

[Mehne et al., 2013]. Das Enzym DisA (engl. DNA integrity scanning protein A) spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Kontrolle der DNA-Integrität und DNA-Reparatur [Witte et al., 2008; 

Commichau et al., 2015]. Beim membrangebundenen Protein CdaA handelt es sich um die 

weitverbreitetste Form der Diadenylatzyklasen, die auch in Pathogenen wie S. aureus, 

L. monocytogenes oder Streptococcus pneumoniae vorkommt [Corrigan und Gründling, 2013]. Bei 

dem dritten Enzym in B. subtilis, CadS, handelt es sich um ein Sporulations-spezifisches Protein, 

welches für die Sporenkeimung von Bedeutung ist [Mehne et al., 2014]. Um die zellulären Level des 

sekundären Botenstoffes genau zu adjustieren, besitzt B. subtilis zum Abbau von c-di-AMP zwei 

Phosphodiesterasen (GdpP und PgpH) [Rao et al., 2010; Huynh et al., 2015]. Deletiert man diese 

beiden Enzyme, so kommt es zum Anstieg der intrazellulären c-di-AMP-Menge [Gundlach et al., 2015] 

und, wie im Rahmen der hier durchgeführten Studie gezeigt wurde, zur starken Veränderung des 

Transkriptoms und der Physiologie der Zellen.  
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2.3.2 Inhibition der Biofilmbildung durch Akkumulation von c-di-AMP 

 

Im Zuge von Untersuchungen zur physiologischen Rolle von c-di-AMP wurden im Rahmen eines 

Projektes mit der Arbeitsgruppe um Prof. J. Stülke von der Georg-August-Universität Göttingen mittels 

Transkriptomanalyse die Auswirkungen einer Akkumulation von c-di-AMP in B. subtilis auf globaler 

Ebene untersucht (siehe Abschnitt 8.2). Dazu erfolgte der Vergleich eines Kontrollstammes mit einer 

Mutante, in der die beiden c-di-AMP-abbauenden Phosphodiesterasen (GdpP und PgpH) deletiert 

wurden. 

Die Analyse zeigte, dass durch die hohe intrazelluläre c-di-AMP-Akkumulation die Transkription von ca. 

700 Genen beeinflusst war. Zu den Genen, deren Transkription am stärksten verändert war, gehörten 

unter anderem die beiden Operons, die für die Biofilmbildung entscheidend sind (epsA-O und tapA-

sipW-tasA). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression dieser Operons sowohl im Laborstamm 

B. subtilis 168 als auch in einem nicht domestizierten Stamm NCIB3619 durch die c-di-AMP-

Akkumulation deutlich reduziert ist und auch keine Biofilmbildung stattfindet. Das eps-Operon kodiert 

für Enzyme, die an der Synthese der extrazellulären Polysaccharide des Biofilms, besonderes Poly-N-

Actetylglucosamin, beteiligt sind [Roux et al., 2015]. Das tapA-sipW-tasA-Operon kodiert für das 

amyloide-like fiber protein TasA und die benötigten Export- und Montageproteine. Beide Operons 

erfahren eine Repression durch den Transkriptionsfaktor SinR, dessen Aktivität durch den zentralen 

Regulator der Sporulation, Spo0A, beeinflusst wird [Vlamakis et al., 2013]. Im Rahmen der 

durchgeführten Studie konnte in Göttingen gezeigt werden, dass die hohe intrazelluläre c-di-AMP-

Menge keinen Einfluss auf die Proteinmenge von SinR hat, eine Deletion von SinR jedoch die Fähigkeit 

zur Biofilmbildung wiederherstellt. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass der sekundäre 

Botenstoff entweder einen Einfluss auf die Aktivität von SinR oder dessen Interaktion mit den 

Antirepressor-Proteinen SinI und SlrA [Chai et al., 2009] hat. 

Anschließend erfolgten weitere Untersuchungen zur Charakterisierung der Funktion und 

Wirkungsweise von c-di-AMP in B. subtilis in der Arbeitsgruppe von Prof. J. Stülke, die schließlich 

aufdeckten, dass c-di-AMP eine entscheidende Rolle für die zelluläre Kalium-Homöostase spielt 

[Gundlach et al., 2017]. Es konnte gezeigt werden, dass der sekundäre Botenstoff in Reaktion auf eine 

Erhöhung des intrazellulären Kaliumspiegels synthetisiert wird. Infolgedessen bindet das Molekül an 

einen Riboswitch und verhindert so die Expression der hochaffinen Kaliumtransporter KimA und KtrAB. 

Darüber hinaus ist c-di-AMP in der Lage, direkt mit den Kaliumimportern KtrAB und KtrCD zu 

interagieren, um die Aufnahmeaktivität zu hemmen [Gundlach et al., 2017; Corrigan et al., 2013]. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass die beiden Kaliumimporter KdpDE aus S. aureus und SPD_0076 aus 

S. pneumoniae ebenfalls durch c-di-AMP kontrolliert werden [Moscoso et al., 2016; Bai et al., 2014]. 

Somit ist auch in diesen Bakterien der sekundäre Bodenstoff für die zelluläre Kalium-Homöostase von 

essentieller Bedeutung. Wegen seiner kritischen Rolle bei der zellulären Kalium-Homöostase ist c-di-

AMP in vielen Gram-positiven Bakterien essentiell, ein Überschuss jedoch toxisch 

[Commichau et al., 2015; Huynh und Woodward, 2016]. Daher erfolgte die Bezeichnung des 

Nukleotids als "essentielles Gift" [Gundlach et al., 2015]. Während die Kontrolle der Kalium-

Homöostase durch c-di-AMP bei Gram-positiven Bakterien weit verbreitet ist, fehlt dieser sekundäre 
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Signalstoff bei vielen Gram-negativen Bakterien wie beispielsweise E. coli. Hier erfolgt die Regulation 

der Expression von hochaffinen Kaliumtransportern durch das Zweikomponentensystems KdpDE, das 

direkt auf die extra- und intrazellulären Kaliumspiegel reagiert [Schramke et al., 2016]. 
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2.4 DNA-Topologie 

 

2.4.1 Supercoiling der bakteriellen DNA 

 

Die chromosomale DNA eines Organismus muss auf Grund ihrer Größe entsprechend kondensiert 

werden, um in die Zelle zu passen. Durch die Verdrillung der DNA-Doppelhelix wird diese kompakter 

und man spricht vom DNA-Supercoiling. In bakteriellen Zellen liegt die DNA üblicherweise in einer 

negativen supercoiled Konformation vor [Dorman, 2019]. Viele zelluläre Prozesse wie die 

Transkription, die Replikation oder auch diverse Reparaturprozesse führen durch das Aufschmelzen 

der DNA-Struktur zu einer Veränderung des DNA-Supercoilings [Vos et al., 2011]. Daher ist die 

Kontrolle des DNA-Supercoilings durch Topoisomerasen von zentraler Bedeutung für die zellulären 

Prozesse [Champoux, 2001]. So werden beispielsweise während der Transkription die DNA-Stränge 

entwunden und bedingt durch die Helizität der DNA entsteht hinter der RNA-Polymerase verstärktes 

negatives und vor der RNA-Polymerase positives Supercoiling. In B. subtilis verhindert die 

Topoisomerase I die so hervorgerufene Erhöhung des negativen Supercoilings der DNA, indem sie 

Einzelstrangbrüche einfügt und die entstandenen Enden wieder ligiert [Champoux, 2001; 

Dorman, 2019]. Im Gegensatz dazu fügt die Topoisomerase II (Gyrase) ATP-abhängig einen 

Doppelstrangbruch ein und kann unter anderem negatives Supercoiling einführen [Cozzarelli, 1980; 

Dorman, 2019]. 

Es wurde gezeigt, dass ein verändertes DNA-Supercoiling einen starken Einfluss auf die Transkription 

bestimmter Gene haben kann, wobei dieser Effekt jedoch zwischen den verschiedenen Promotoren 

variiert [Lim et al., 2003; Dorman und Dorman, 2016]. So kann beispielsweise durch ein verstärktes 

DNA-Supercoiling der Promotor-Clearance-Mechanismus beeinflusst werden, wodurch die Menge an 

abortiver RNA-Synthese abnimmt, während gleichzeitig die produktive Transkription verstärkt wird 

[Lim et al., 2003]. Eine Veränderung der DNA-Topologie kann beispielsweise durch verschiedene 

Umwelteinflüsse erfolgen. In E. coli und anderen Organismen wurde gezeigt, dass eine Änderung des 

Supercoilings beim Eintritt in die stationäre Phase sowie in Folge von Temperatur-, Peroxid- oder 

osmotischem Stress erfolgt [Rohde et al., 1994; Jordi et al., 1995; Mizushima et al., 1997; Weinstein-

Fischer et al., 2000; Cheung et al., 2003; Hengge, 2011]. Beispielsweise wird in E. coli die Expression 

des osmotisch induzierbaren Glycin-Betain-Transporters ProU durch eine osmotisch induzierte 

Erhöhung des DNA-Supercoilings maßgeblich beeinflusst [Higgins et al., 1988]. 
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2.4.2 Globale Änderungen des Transkriptoms durch Reduktion des DNA-Supercoilings 

 

Im Rahmen dieser Dissertation wurde, ebenfalls im Zuge eines Kooperationsprojektes mit der 

Arbeitsgruppe um Prof. J. Stülke, Göttingen, eine Transkriptomanalyse durchgeführt, um in B. subtilis 

die globalen Auswirkungen einer veränderten DNA-Topologie aufzuklären (siehe Abschnitt 8.3). Der 

Ausgangspunkt dieser Analyse war die Charakterisierung von Suppressormutationen, die den 

Wachstumsdefekt einer ccpA-Deletionsmutante aufheben. Die Inaktivierung bzw. die Deletion von 

CcpA, dem zentralen Regulator der Kohlenstoff-Katabolitenrepression, ist bei B. subtilis mit einer 

Glutamatauxotrophie verbunden [Faires et al., 1999]. Die Kohlenstoff-Katabolitenrepression (engl. 

carbon catabolite repression (CCR)) vermittelt in Bakterien die bevorzugte Nutzung von Kohlenstoff- 

und Energiequellen, die ein schnelles Wachstum gewährleisten, wie beispielsweise Glukose 

[Fujita, 2009]. Als CCR bezeichnet man die Unterdrückung der Expression von Genen, deren Produkte 

hauptsächlich an verschiedenen katabolen Prozessen beteiligt sind, solange eine präferierte 

Kohlenstoff- und Energiequelle aufgenommen werden kann [Deutscher, 2008; 

Görke und Stülke, 2008]. Bei Verfügbarkeit von Glukose oder anderen bevorzugten Kohlenstoffquellen 

kommt es zur Aktivierung einer Proteinkinase (HprK), welche das HPr-Protein des 

Phosphotransferasesystems an einem Serin-Rest phosphoryliert. Phosphoryliertes Hpr interagiert mit 

dem globalen Transkriptionsfaktor CcpA, und dieser Komplex moduliert die Expression der 

verschiedenen Gene und Operons [Görke und Stülke, 2008]. 

Bei der Analyse von B. subtilis ccpA-Deletionsmutanten wurden starke Wachstumsdefekten in 

Minimalmedien festgestellt, die auf eine inaktive Glutamat-Synthese zurückzuführen waren 

[Faires et al., 1999, Ludwig at al., 2002]. Die Synthese von Glutamat wird durch die Glutamatsynthase 

(GOGAT) realisiert, welche durch das GltC-abhängige gltAB-Operon kodiert wird 

[Bohannon und Sonenshein, 1989]. Während des Wachstums mit Glukose als Kohlenstoffquelle wird 

die Expression des gltAB-Operons durch GltC aktiviert. Der CcpA-HPr~P Komplex reprimiert das rocG-

Gen, so dass die katabole Glutamat-Dehydrogenase RocG bei Anwesenheit von Glukose nicht 

synthetisiert wird [Belitsky et al., 2004]. In einer DccpA-Mutante kommt es zur konstitutiven 

Expression von RocG, das einen Komplex mit GltC bilden und dadurch dessen DNA-Bindeaktivität 

inhibieren kann, was in einer fehlenden Expression des gltAB-Operons und somit einer 

Glutamatauxothrophie resultiert [Commichau et al., 2007b]. 

Bei der Untersuchung dieses Phänomens wurden Supressormutanten isoliert, die im Hintergrund einer 

ccpA-Deletion die Glutamatauxotrophie überwunden hatten, und bei denen es sich in vielen Fällen um 

Mutanten handelte, bei denen das rocG-Gen inaktiviert war [Faires et al., 1999; 

Commichau et al., 2007b]. Mittels DNA-Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass eine weitere 

Klasse von Suppressormutationen das topA-Gen betraf, welches in B. subtilis für die Topoisomerase I 

kodiert. Nachfolgende Analysen, die in der Arbeitsgruppe um Prof. J. Stülke durchgeführt wurden, 

zeigten, dass diese Mutationen mit einer erhöhten Topoisomerase I-Aktivität einhergehen und somit 

mit einer Reduktion des negativen DNA-Supercoilings führen. Die hyperaktive Form der 

Topoisomerase I ist auf eine Punktmutation zurückzuführen, die einen Aminosäureaustausch am Ser-

478 (S478P) von TopA bewirkt. 
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In der hierzu durchgeführten Transkriptomanalyse konnte gezeigt werden, dass die veränderte DNA-

Topologie einen starken Einfluss auf die Genexpression und damit den Metabolismus von B. subtilis 

allgemein hat. Es wurden mehr als 1100 Gene identifiziert, die in der ccpA topAhyper-Mutante eine im 

Vergleich zur ccpA-Mutante veränderte Expression aufwiesen. So konnte auch eine stark erhöhte 

Expression der Glutamatsynthese-Operons gltAB nachgewiesen werden, die höchstwahrscheinlich auf 

eine gestörte Interaktion der Glutamat-Dehydrogenase RocG mit dem Transkriptionsaktivator GltC 

zurückzuführen ist. Die globalen Veränderungen in der topAhyper-Mutante können beispielsweise die 

Konzentration eines für diese Interaktion wichtigen Proteins oder Metaboliten beeinflussen und 

wirken so der bei Abwesenheit von CcpA auftretenden Glutamatauxotrophie von B. subtilis entgegen. 

Insgesamt hat die Studie Verbindungen zwischen der DNA-Topologie und dem metabolischen 

Netzwerk gezeigt, die unter verschiedenen physiologischen und biotechnologischen Aspekten von 

Interesse sind.  
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2.5. Anpassung von Bacillus subtilis an hyperosmotische Bedingungen 

 

2.5.1 Unmittelbare Antwort auf hyperosmotischen Stress 

2.5.1.1 Anpassung des osmotischen Potentials des Zytoplasmas 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der aufeinanderfolgenden Phasen der Anpassung des zytosolischen 

osmotischen Potentials von Bacillus subtilis nach Einwirkung von hyperosmotischem Stress [beschrieben in 

Hoffmann und Bremer, 2017]. 

Das Habitat, an das sich B. subtilis im Laufe der Evolution besonders angepasst hat, sind die oberen 

Bodenschichten und die Rhizosphäre. Das zeigt sich unter anderem in der Fähigkeit, viele pflanzliche 

Verbindungen als Nährstoffquelle zu nutzen [Belda et al., 2013]. Neben der Nährstoffversorgung 

spielen andere abiotische Faktoren, wie beispielsweise die Verfügbarkeit von Sauerstoff, der pH-Wert, 

die Temperatur und die Osmolarität [Mandic-Mulec et al., 2015] eine wichtige Rolle. Hinsichtlich der 

Osmolarität unterscheidet man zwischen hyper- und hypoosmotischem Stress. Hyperosmotische 

Bedingungen können beispielsweise durch Austrocknung des Bodens hervorgerufen werden, 

hypoosmotische Bedingungen herrschen hingegen bei hoher Bodenfeuchtigkeit vor. Beide 

Stressbedingungen beeinflussen maßgeblich die physiologischen Prozesse und den zellulären 

hydrostatischen Druck, den Turgor [Wood, 1999]. Der Turgor ist essentiell für das Überleben und das 

Wachstum der Zellen und spielt insbesondere bei der Zellelongation eine Rolle [Typas et 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 

Konzentrationsgefälle zu transportieren [Wood, 2011]. Zwar konnten bei Bakterien so genannte AqpZ-

Typ Aquaporine gefunden werden, welche einen Wassertransport durch die zytoplasmatische 

Membran ermöglichen, jedoch einen In- und Export gleichermaßen gewährleisten, so dass ihre genaue 
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Rolle bei der osmotischen Adaptation noch nicht verstanden ist [Tanghe et al., 2006]. B. subtilis besitzt 

verschiedene Anpassungsmechanismen, die eine Dehydrierung der Zellen bei hoher externer 

Osmolarität und einen starken Anstieg des Turgors bis hin zum Aufbrechen der Zellhülle bei niedriger 

externer Osmolarität verhindern [Hoffmann und Bremer, 2017]. Um ein Absinken des Turgors unter 

hyperosmotischen Bedingungen zu vermeiden, ist B. subtilis in der Lage, das osmotische Potential des 

Zytoplasmas durch die Aufnahme von Ionen (hauptsächlich K+ und Cl-) zu erhöhen 

[Holtmann et al., 2003] (siehe Abbildung 2). Es wurde gezeigt, dass der intrazelluläre K+-Pool während 

eines hyperosmotischen Schocks von 350 mM auf 700 mM ansteigen kann [Whatmore et al., 1990]. 

Eine Akkumulation von Na+-Ionen findet nicht statt, da diese in hohen Konzentrationen zytotoxisch 

wirken [Gorecki et al., 2014]. Der Import von K+-Ionen erfolgt durch spezifische Transporter mit 

unterschiedlichen Affinitäten. Das ktrAB-Operon kodiert für einen Transporter mit hoher Affinität 

(Michaelis-Menten-Konstante (Km) von 1 mM), wohingegen der KtrCD-Transporter eine geringe 

Affinität (Km von 10 mM) besitzt [Holtmann et al., 2003]. Neuere Untersuchungen konnten zudem die 

Existenz eines weiteren hochaffinen Kalium-Transporters, KimA (ehemals YdaO), in B. subtilis 168 

zeigen [Gundlach et al., 2017]. Da jedoch eine hohe intrazelluläre K+-Konzentration die Zellphysiologie 

beeinflusst und sich negativ auf die Funktionalität von Proteinen, auf DNA-Protein-Interaktionen und 

die Synthese von Proteinen auswirkt [Record et al., 1998], sind die Expression und die Aktivität der 

Transporter streng reguliert. Wie bereits im Kapitel 2.3.2 erwähnt, wurde gezeigt, dass durch den 

sekundären Botenstoff c-di-AMP direkt die Expression von KtrAB und KimA sowie die Aktivität von 

KtrA, KtrC und KimA moduliert werden [Rocha et al., 2019; Gundlach et al., 2019]. 

Ebenfalls als unmittelbare Antwort auf hyperosmotischen Stress beginnt B. subtilis damit, sogenannte 

kompatible Solute zu synthetisieren bzw. sie selbst oder deren Vorläufermolekühle aufzunehmen und 

die intrazelluläre K+-Konzentration wieder abzusenken (siehe Abbildung 2). Wie der gezielte Export der 

K+-Ionen im Detail erfolgt, ist noch nicht vollständig verstanden. Es konnten bisher drei potentielle K+-

Exporter identifiziert werden, das Zweikomponentensystem KhtTU, YugO und NhaK 

[Fujisawa et al., 2007; Fujisawa et al., 2005; Hoffmann und 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 

können unterstützend auf die Proteinfaltung und -stabilität sowie die Integrität von Proteinkomplexen 

wirken und werden daher auch als αchemische ChaperonŜά bezeichnet [Burg und Ferraris, 2008]. L-

Prolin ist die einzige osmoprotektive Substanz, die B. subtilis selbst synthetisieren kann 

[Measures, 1975; Whatmore et al., 1990; Brill et al., 2011]. Daneben wurden bisher 14 Substanzen mit 

einer osmoprotektiven Wirkung für B. subtilis nachgewiesen [Hoffmann und Bremer, 2017]. Die 

meisten dieser Verbindungen stammen aus dem Abbau von Pflanzenmaterialen oder werden von 

anderen Mikroorganismen synthetisiert [Hoffmann und Bremer, 2017]. Durch die osmotisch 

induzierte de novo-Synthese von Prolin kann bei hyperosmotischem Stress die intrazelluläre 

Prolinkonzentration von unter 50 mM auf über 400 mM ansteigen [Hoffmann et al., 2013]. Da die 

Synthese von Prolin jedoch sehr energieaufwendig ist, besitzt der Mikroorganismus hochaffine 

Transporter für die Aufnahme von osmotisch aktiven Substanzen. Das B. subtilis-Genom kodiert für 

fünf osmotisch induzierbare Aufnahmesysteme mit unterschiedlichen Substratspektren. Die 
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Transportsysteme OpuA, OpuB und OpuC (engl. osmostress protectants uptake) gehören zur Klasse 

der ABC-Transporter (engl. ATP binding cassette-Transporter) [Kempf und Bremer, 1995; 

Kappes et al., 1999] und vermitteln die ATP-abhängige Aufnahme der verschiedenen Substanzen. Für 

die Aufnahme eines Moleküls durch einen der drei Transporter wird die Energie aus der Hydrolyse von 

zwei ATP-Molekülen benötigt [Patzlaff et al., 2003]. Das für den OpuA-Transporter kodierende Operon 

umfasst die drei Strukturgene opuAA (kodiert für eine membranassoziierte ATPase), opuAB (kodiert 

für eine Transmembrankomponente) und opuAC (kodiert für ein Substratbindeprotein) [Kempf und 

Bremer, 1995; Smits et al., 2008]. Zusätzlich dazu besitzen der OpuB- und OpuC-Transporter noch eine 

zweite Transmembrankomponente (OpuBD bzw. OpuCD) [Kappes et al., 1999]. Im Gegensatz dazu 

gehört der aus nur einer Untereinheit bestehende OpuD-Transporter zur Betain-Cholin-Carnitin-

Transporter-Familie [Kappes et al., 1996], und bei OpuE handelt es sich um einen Natrium-Prolin-

Symporter [Blohn et al., 1997]. 

 

2.5.1.2 Beitrag einer SigB-abhängigen Antisense-RNA (S1290) zur effektiven Nutzung von 

Osmoprotektantien durch Modulation der opuB-Expression 

 

Glycin-Betain wird von vielen Pflanzen synthetisiert und kommt daher durch natürliche 

Zersetzungsprozesse ubiquitär im Boden vor [Yancey, 2005; Bouskill et al., 2016]. Des Weiteren besitzt 

die Verbindung sehr gute osmoprotektive Eigenschaften [Cayley et al., 1992], sodass es sich bei Glycin-

Betain, neben Prolin, um die wichtigste osmoprotektive Substanz für B. subtilis handelt. Jedoch sind 

die Zellen nicht in der Lage, die Substanz de novo zu synthetisieren. Glycin-Betain kann aus der 

Umgebung durch die drei Transporter OpuA, OpuC und OpuD aufgenommen oder aus dem 

Vorläufermolekül Cholin synthetisiert werden, welches von OpuB und OpuC transportiert wird 

[Boch et al., 1994; Kappes et al., 1996]. Die aus einem Genduplikationsereignis hervorgegangenen 

Transporter OpuB und OpuC besitzen eine Sequenzhomologie von über 70 %, unterscheiden sich aber 

deutlich hinsichtlich ihres Substratspektrums. Während OpuB weitgehend spezifisch für Cholin ist, 

kann der OpuC-Transporter eine Vielzahl an verschiedenen osmoprotektiven Substanzen, 

einschließlich Glycin-Betain und Cholin, aufnehmen [Kappes et al., 1999; 

Hoffmann und Bremer, 2011]. Die Affinität von OpuC für Glycin-Betain (Km: 5 µM) ist deutlich höher 

als die für Cholin (Km: 27 µM) [Teichmann et al., 2017]. Zusätzlich zur osmotischen Induktion der 

Expression beider Operons [Steil et al., 2003; Hahne et al., 2010], erfolgt die Regulation des opuB-

Operons und der Cholin-zu-Glycin-Betain-Synthesegene gbsAB durch den Cholin-sensitiven Repressor 

GbsR. Unter osmotischen Stressbedingungen kommt es in Gegenwart von Cholin zur Inaktivierung des 

Repressors und zur maximalen Expression der beiden Operons, wohingegen die intrazelluläre 

Akkumulation von Glycin-Betain der Inaktivierung des Repressors entgegenwirkt [Nau-

Wagner et al., 2012]. 

In der Transkriptomstudie von Nicolas et al. [2012] wurde die differentielle Induktion des opuB- und 

opuC-Operons unter Bedingungen eines Salzschocks und bei kontinuierlichem Wachstum von 

B. subtilis unter hyperosmotischen Bedingungen beobachtet. Zum Zeitpunkt 10 Minuten nach Zugabe 

von 0,4 M NaCl (Salzschock) war nur die Expression des opuC-Operons erhöht, während bei 
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kontinuierlichem Wachstum im Medium mit 1,2 M NaCl die Expression des opuB-Operons gegenüber 

Kontrollbedingungen ohne NaCl-Zugabe erhöht war. Interessanterweise wurde in der Studie auch ein 

Antisense-Transkript identifiziert, das auf dem Gegenstrang zum opuB-Operon kodiert wird. Diese 

asRNA mit der Bezeichnung S1290 zeigte eine starke Induktion unter Salzschock-Bedingungen, aber 

auch in Reaktion auf beispielsweise Ethanol- oder Hitzestress. 

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die potentielle Rolle der 

asRNA S1290 bei der Regulation des Cholin-spezifischen Transportsystems OpuB untersucht (siehe 

Abschnitt 8.4). Innerhalb der Studie konnte zunächst die bioinformatisch vorhergesagte Abhängigkeit 

der S1290-Expression vom alternativen RNA-Polymerase-Sigmafaktor Sigma B [Nicolas et al., 2012] 

experimentell bestätigt werden. SigB ist der Masterregulator der generellen Stressantwort in B. subtilis 

und steuert die Expression von über 200 proteinkodierenden Genen und zahlreichen nichtkodierenden 

RNAs [Nannapaneni et al., 2012; Nicolas et al., 2012], wobei hyperosmotischer Stress zu den stärksten 

Induktoren des SigB-Regulons gehört [Völker et al., 1995]. In Übereinstimmung mit dem typischen 

Expressionsmuster SigB-abhängig regulierter Gene wird die S1290 asRNA nach einem Salzschock 

transient exprimiert. Durch zeitaufgelöste Expressionsanalysen und den Einsatz einer S1290-

Promotormutante wurde in der Studie gezeigt, dass die asRNA für die verzögerte Induktion von opuB 

nach Salzstresss verantwortlich ist. Wenn Glycin-Betain und Cholin gleichzeitig im Medium vorliegen, 

wirkt die verzögerte Cholin-Aufnahme der Ablösung des GbsR-Repressors von der DNA entgegen und 

schränkt damit der Synthese der unter diesen Bedingungen nicht benötigten Proteine für die 

Aufnahme von Cholin und Umwandlung zu Glycin-Betain ein. Mikroorganismen nutzen bevorzugt 

vorhandene osmoprotektive Substanzen, weil deren Import energetisch günstiger ist als die 

Neusynthese oder die Synthese aus Vorläufermolekülen [Oren, 2011]. 

Die Untersuchungen haben eine neue Verknüpfung der SigB-abhängigen generellen Stressantwort von 

B. subtilis mit der spezifischen Anpassung an hyperosmotische Bedingungen aufgedeckt. Darüber 

hinaus wurde gezeigt, dass die nahe verwandten OpuB- und OpuC-Transporter nicht nur 

unterschiedliche Substratspektren, sondern auch unterschiedliche Regulationsmuster aufweisen. Für 

die effektive Nutzung der vorhandenen osmoprotektiven Substanzen und der energetischen 

Ressourcen induziert B. subtilis als Reaktion auf hyperosmotischen Stress initial vorrangig die Gene, 

die für den relativ unspezifischen OpuC-Transporter kodieren, und aktiviert erst danach die Synthese 

des Cholin-spezifischen Transporters OpuB.  
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2.5.2 Anpassung von Bacillus subtilis an anhaltenden hyperosmotischen Stress 

 

2.5.2.1 Globale zelluläre Veränderungen unter hyperosmotischen Bedingungen 

 

Neben der intrazellulären Akkumulation von osmoprotektiven Substanzen durch gezielte Aufnahme 

oder Synthese erfolgen viele weitere zelluläre Anpassungsreaktionen während des Wachstums von 

B. subtilis unter hyperosmotischen Bedingungen (siehe Abbildung 3). Diese physiologischen 

Veränderungen werden durch verschiedene Komponenten des regulatorischen Netzwerkes, 

einschließlich globaler Regulatoren und alternativer RNA-Polymerase-Sigmafaktoren, vermittelt.  

B. subtilis ist in der Lage, zum Beispiel aufgrund einer Limitation der Phosphat-, Stickstoff- oder 

Kohlenstoffquelle ruhende und stressresistente Endosporen zu bilden [Errington, 2003; 

Higgins und Dworkin, 2012; Setlow, 2014]. Da Sporen auch resistent gegenüber Austrocknung sind, ist 

es überraschend, dass die Effizienz der Sporenbildung mit einer Erhöhung der externen Osmolarität 

drastisch abnimmt [Ruzal et al., 1998; Widderich et al., 2016]. B. subtilis reagiert auf 

sporulationsspezifische Signale mit Hilfe von Sensor-Histidinkinasen (KinA-E), wobei es über eine 

Spo0F- und Spo0B-beinhaltende Signalkaskade zur Phosphorylierung des Master-Regulators der 

Sporulationsinitiation Spo0A kommt, welcher die Expression von mehreren hundert Genen zu Beginn 

der Sporulation beeinflusst [Molle et al., 2003]. Die zellulären Level an phosphoryliertem Spo0A 

(Spo0A~P) entscheiden maßgeblich über die Aktivierung spezifischer Zelldifferenzierungsprogramme 

in B. subtilis. Geringe Spo0A~P-Level sind mit der Expression der Motilitätsgene und einem 

beweglichen Lebensstil verbunden, mittlere Spo0A~P-Mengen bewirken die Biofilmbildung, und hohe 

Spo0A~P-Level führen zur Initiation der Sporulation [Kovacs, 2016]. Daher erfolgt die Regulation der 

zytosolischen Spo0A~P-Mengen durch viele verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel durch die 

globalen Regulatoren SigB, CodY und durch die Rap-Phosphatasen (engl. response regulator aspartate 

phosphatases) [Piggot und Hilbert, 2004, Reder et al., 2012]. Die Rap-Phosphatasen verhindern die 

Sporulationsinitiation durch Dephosphorylierung von Spo0F~P. Die Inaktivierung der Rap-

Phosphatasen erfolgt durch spezifische Peptide in Abhängigkeit von der Zelldichte mittels Quorum 

sensing [Stephenson et al., 2003; Piggot und Hilbert, 2004]. Die CodY-vermittelte Regulation der 

Spo0A-Phosphorylierung reagiert auf Veränderungen der intrazellulären Konzentration von GTP und 

verzweigtkettigen Aminosäuren. Bei ausreichender Nährstoffverfügbarkeit reprimiert CodY die 

Transkription der Sensor-Histidinkinase KinB [Mirouze et al., 2011; Tojo et al., 2013]. Darüber hinaus 

hat auch die SigB-abhängige Synthese der Phosphatase Spo0E einen Einfluss auf die intrazelluläre 

Spo0A~P-Menge [Reder et al., 2012]. Nach der erfolgreichen Initiation der Sporulation aktivieren die 

alternativen Sigmafaktoren SigF, SigE, SigG und SigK Kompartiment-spezifische 

Genexpressionsprogramme und steuern so die zeitlich und räumlich genau definierte morphologische 

Differenzierung. Wenn B. subtilis in Hochsalzmedien wächst, kommt es jedoch nicht zum Ablauf dieser 

Sporulationskaskade, wobei gezeigt wurde, dass unter diesen Bedingungen die Sporulation bereits auf 

der Stufe der Akkumulation von Spo0A-P blockiert wird [Widderich et al., 2016]. 

Eine weitere Konsequenz des Wachstums von B. subtilis in hyperosmotischen Umgebungen ist, dass 

die Zellen unter diesen Bedingungen eine Eisenlimitation erfahren und dieser durch entsprechende 



2. Einleitung 

~ 26 ~ 
 

Genexpressionsänderungen begegnen müssen [Hoffmann et al., 2002; Steil et al., 2003]. 

Mikroorganismen besitzen spezifische Eisenaufnahme-Mechanismen [Guerinot, 1994], da das 

Spurenelement Eisen aufgrund seiner geringen Löslichkeit häufig in suboptimalen Konzentrationen 

vorhanden ist. Viele Bakterien synthetisieren eisenbindende Moleküle (Siderphore), die in die Umwelt 

abgegeben und, mit Eisen beladen, über hochaffine Transportsysteme wieder aufgenommen werden 

[Neilands, 1995]. Obwohl Eisen für das Wachstum benötigt wird, ist es im Überschuss und in 

Gegenwart von Sauerstoff für die Zelle schädlich, da es über die Fenton-Reaktion die Bildung von 

toxischen Hydroxylradikalen stimuliert, welche DNA- und Membranschäden hervorrufen können 

[Zheng und Storz, 2000]. Daher unterliegt die Eisenhomöostase einer strengen Kontrolle durch den 

Transkriptionsrepressor Fur (engl. ferric uptake regulator). Dieser verhindert in Gegenwart von Eisen 

die Transkription der Gene für die Biosynthese und Aufnahme von Siderophoren. Durch die 

Eisenlimitation unter hyperosmotischen Bedingungen kommt es zur Induktion der Fur-regulierten 

Gene [Hoffmann et al., 2002; Steil et al., 2003]. Die begrenzte Eisenverfügbarkeit wird wahrscheinlich 

durch die schlechte Löslichkeit von Eisen in Hochsalzlösungen, verbunden mit einer verminderten 

Synthese des Siderophors Bacillibactin in vielen B. subtilis-Laborstämmen, hervorgerufen 

[Hoffmann et al., 2002]. 

Darüber hinaus bewirken hyperosmotische Bedingungen Veränderungen des Zellwandmetabolismus 

und strukturelle Veränderungen der Zellwand von B. subtilis [López et al., 1998; Steil et al., 2003; 

Palomino et al., 2009; Fischer und Bremer, 2012]. Die Zellwand von Gram-positiven Organismen 

besteht aus der Mureinschicht, welche sich aus Polysacchariden und Peptiden, dem sogenannten 

Peptidoglykan zusammensetzt [Ghuysen, 1991], sowie weiteren Zellwandkomponenten wie den 

Peptidoglykan-assoziierten Teichonsäuren und den Zellmembran-assoziierten Lipoteichonsäuren 

[Neuhaus und Baddiley, 2003]. Obwohl der Peptidoglykan-Sacculus maßgeblich die Form und die 

mechanische Stabilität der Zelle bestimmt, ist die Struktur dynamisch und unterliegt einer ständigen 

Remodellierung und Neubildung während des Zellwachstums und der Zellteilung 

[Hayhurst et al., 2008]. Durch López et al. [1998] wurde erstmals gezeigt, dass hyperosmotische 

Bedingungen mit Veränderungen der Zellhülle von B. subtilis einhergehen und die Sensitivität 

gegenüber Bakteriophagen und verschiedenen Zellwandantibiotika beeinflussen können. Im Zuge der 

Anpassung von B. subtilis an hyperosmotische Bedingungen verändert sich temporär auch die Form 

der Zellen [Fischer und Bremer, 2012]. Neben den beschriebenen Effekten auf die Zellwand kommt es 

auch zu Änderungen der Lipid- und Fettsäure-Zusammensetzung der Zellmembran [López et al., 1998; 

López et al., 2000; López et al., 2006]. Globale Genexpressionsanalysen unter hyperosmotischen 

Bedingungen und von verschiedenen Mutanten zeigten, dass an den morphologischen und 

biochemischen Änderungen der Zellhülle eine Vielzahl von Proteinen beteiligt sind, deren Synthese 

durch verschiedene Regulatoren wie WalR, YvrHb, SigM, SigW, SigX, SigD und SigI kontrolliert wird 

[Serizawa et al., 2004; Ramaniuk et al., 2018; Radeck et al., 2017; Salzberg et al., 2013]. 

In der Studie von Steil et al. [2003] wurde erstmals beobachtet, dass die Motilität während des 

Wachstums von B. subtilis unter Hochsalzbedingungen beeinträchtigt ist. In Übereinstimmung mit 

einer stark verringerten Menge des Hag-Proteins, der strukturellen Hauptkomponente des Flagellums 

[Hoffmann et al., 2002], waren bei Anwesenheit von 1,2 M NaCl im Kultivierungsmedium das für 
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Flagellen- und Chemotaxiskomponenten kodierende fla/che-Operon sowie weitere, durch den 

alternativen Sigmafaktor SigD regulierte Motilitätsgene wie hag und das motAB-Operon niedriger 

exprimiert [Steil et al., 2003]. Das sigD-DŜƴ ƛǎǘ ŀƳ оΨ-Ende des 32 Gene umfassenden fla/che-Operons 

lokalisiert [Cozy und Kearns, 2010], dessen Transkription einer komplexen Regulation unterliegt, 

wobei neben SigD insbesondere das Zweikomponentensystem DegS/DegU im Zusammenspiel mit 

SwrA eine Rolle spielt [Kearns und Losick, 2005; Mordini et al., 2013]. Nach Phosphorylierung von 

DegU aktiviert der DegU~P/SwrA-Komplex die Expression des fla/che-Operons [Mordini et al., 2013]. 

In Laborstämmen wie B. subtilis 168, bei denen das swrA-Gen inaktiv ist, erfolgt ebenfalls eine 

Aktivierung durch phosphoryliertes DegU, hohe DegU~P Level bewirken in Abwesenheit von SwrA 

jedoch eine Repression des fla/che-Operons [Mäder et al., 2002]. Wachsende B. subtilis-Zellen 

exprimieren entweder Motilitätsgene oder Gene, die für die Biofilmbildung verantwortlich sind. Die 

Entscheidung zwischen diesen Lebensweisen wird maßgeblich durch den bereits erwähnten 

Transkriptionsfaktor SinR vermittelt, dessen Aktivität über zwei regulatorische Proteine, SinI und SlrR, 

unter anderem durch die zellulären Spo0A~P-Level bestimmt wird [Vlamakis et al., 2013]. 

 

2.5.2.2 Beeinflussung der globalen Genexpression von Bacillus subtilis durch 

Hochsalzbedingungen und das kompatible Solut Glycin-Betain 

 

In einer frühen Transkriptomstudie, die unter Einsatz von sogenannten DNA-Macro-Arrays 

durchgeführt wurde, verglichen Steil et al. [2003] die Expressionsmuster einer SigB-defizienten 

Mutante des B. subtilis Stammes JH642 [Brehm et al., 1973] während des Wachstums unter Kontroll-   

Abbildung 3: Zelluläre Anpassungsreaktionen während des Wachstums von B. subtilis unter hyperosmotischen 

Bedingungen.  
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und Hochsalzbedingungen. Diese erste Generation der DNA-Arrays enthielt Gen-spezifische PCR-

Produkte, die auf eine Nylonmembran aufgebracht wurden. Um neue Aspekte der transkriptionellen 

Veränderungen in B. subtilis unter hyperosmotischen Bedingungen aufzudecken, erfolgte im Rahmen 

dieser Arbeit eine Tiling-Array basierte Analyse unter den gleichen Wachstumsbedingungen, jedoch 

zusätzlich in Abhängigkeit von der Verfügbarkeit des kompatiblen Soluts Glycin-Betain (siehe Abschnitt 

8.5). Mit Hilfe der Tiling-Array-Technologie erhält man globale, Strang-spezifische Transkriptionsprofile 

für das komplette Genom, die unabhängig von der Genomannotation sind. Somit erlaubt diese Technik 

unter anderem die Charakterisierung von Transkriptionseinheiten, aber auch die Identifizierung neuer 

Transkripte einschließlich regulatorischer, nichtkodierender RNA-Elemente. 

In der durchgeführten Studie wurde das Transkriptom des Wildtypstamms B. subtilis BSB1 (168 Trp+) 

analysiert, der in einem synthetischen Medium ({ǇƛȊƛȊŜƴΩǎ ƳƛƴƛƳŀƭ ƳŜŘƛǳƳ, SMM) und im SMM-

Medium mit 1,2 M NaCl kultiviert wurde, wobei unter beiden Bedingungen jeweils eine Kultivierung 

ohne und eine in Gegenwart von 1 mM Glycin-Betain erfolgte. Dabei wurden Expressionsdaten für 

4.292 annotierte kodierende Gene und für 1.445 neue RNA-Elemente, basierend auf der 

Identifizierung von Nicolas et al. [2012], erhoben. Es wurden 832 Gene (638 kodierende Gene und 194 

RNA-Elemente) bzw. 995 Gene (694 kodierende Gene und 301 RNA-Elemente) mit einer signifikant 

höheren bzw. niedrigeren Expression während des Wachstums in Gegenwart von 1,2 M NaCl im 

Vergleich zum Kontrollmedium identifiziert. Unter den gleichen Wachstumsbedingungen erfolgte die 

Analyse des Proteoms der B. subtilis-Zellen, die von Dr. Praveen Kumar Sappa ebenfalls in der 

Abteilung für Funktionelle Genomforschung durchgeführt wurde und weitreichende Effekte der 

erhöhten Osmolarität des Mediums auch auf die zellulären Proteinmengen zeigte. Von 1500 

quantifizierten Proteinen wiesen ca. 200 Proteine 2-fach höhere und 250 Proteine 2-fach geringere 

Mengen im Vergleich zur Kontrolle ohne NaCl-Zugabe auf, wobei für über 70 % der höher abundanten 

Proteine auch eine Zunahme der mRNA-Menge unter Hochsalzbedingungen gefunden wurde. Die 

Daten spiegelten die bereits beschriebenen zellulären Veränderungen unter Hochsalzbedingungen 

sehr gut wider. So waren Gene stärker exprimiert, die für die Synthese des kompatiblen Soluts Prolin 

und für die Opu-Aufnahmesysteme kodieren [Steil et al., 2003; Hoffmann und Bremer, 2017]. 

Weiterhin konnten die Hochsalz-vermittelte Unterdrückung der Sporulation und die 

Eisenlimitationsantwort bestätigt werden [Widderich et al., 2016; Hoffmann et al., 2002]. Zudem 

wurden analog zu früheren Arbeiten Expressionsänderungen detektiert, die mit dem veränderten 

Zellwandmetabolismus [López et al., 1998; Steil et al., 2003] und der Beeinträchtigung der Motilität 

[Steil et al., 2003] unter hyperosmotischen Bedingungen im Zusammenhang stehen. 

Es wurden darüber hinaus auch bisher nicht bekannte Anpassungsreaktionen von B. subtilis an 

anhaltende hyperosmotische Bedingungen identifiziert, insbesondere eine erhöhte Expression des 

SigB-Regulons und des CymR-Regulons. Durch CymR regulierte Gene spielen für die Aufnahme und 

Biosynthese von Cystein eine Rolle, und es wurde gezeigt, dass neben mangelnder Cystein-

Verfügbarkeit auch oxidativer Stress das CymR-Regulon induzieren kann [Leichert et al., 2003; 

Mostertz et al., 2004; Nguyen et al., 2009]. Die Aktivierung des generellen Stress-Sigmafaktors SigB 

nach Einwirkung von Salz-, Ethanol- oder Hitzestress wurde als transient beschrieben 
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[Völker et al., 1995; Young et al., 2013] und ist für die initiale Antwort von B. subtilis auf einen 

hyperosmotischen Schock charakteristisch [Petersohn et al., 2001; Price et al., 2001]. Die erhobenen 

Daten zeigten eine anhaltende Induktion des SigB-Regulons unter Hochsalzbedingungen, die jedoch 

bei kontinuierlichem Wachstum der Zellen in Gegenwart von 1,2 M NaCl wesentlich schwächer ist als 

zum Zeitpunkt 10 Minuten nach Zugabe von 0,4 M NaCl. Ein weiteres interessantes Ergebnis der 

durchgeführten Studie war, dass Hochsalzbedingungen nicht nur die Motilität der B. subtilis-Zellen 

negativ beeinflussen, sondern auch zu einer stark verringerten Expression der für die Biofilmbildung 

verantwortlichen Operons (epsA-O und tapA-sipW-tasA) führen. Von der an der Studie beteiligten 

Arbeitsgruppe von Prof. E. Bremer (Philipps-Universität Marburg) wurde die Biofilmbildung in 

Abhängigkeit von der Salzkonzentration des Mediums untersucht und dabei gezeigt, dass B. subtilis 

BSB1 bereits bei 0,75 M NaCl nicht mehr in der Lage ist, einen Biofilm auszubilden. 

In Gegenwart von 1 mM Glycin-Betain zeigten ca. 40 % der Gene, die unter Hochsalzbedingungen 

(SMM mit 1,2 M NaCl) im Vergleich zur Kontrolle (SMM) induziert waren, eine signifikant verringerte 

Expression, darunter Gene, die für Opu-Aufnahmesysteme kodieren, sowie viele SigB-regulierte Gene. 

Interessanterweise wird die bei hohen Salzkonzentrationen unterdrückte Expression der 

Sporulationsgene (SigE-, SigF-, SigK- und SigG-Regulons) durch die Supplementation des Mediums mit 

Glycin-Betain nicht aufgehoben. Im Gegensatz dazu zeigten die Ergebnisse, dass die Expression der für 

die Biofilmbildung notwendigen Gene und auch die Fähigkeit zur Biofilmbildung durch Glycin-Betain 

positiv beeinflusst werden. Da es auch zu einer intrazellulären Akkumulation von Glycin-Betain kommt, 

wenn B. subtilis im SMM-Medium ohne Zugabe von NaCl wächst [Hoffmann et al., 2013], wurde die 

globale Genexpression von B. subtilis in Gegenwart von Glycin-Betain in dieser Studie erstmals auch 

unter diesen Bedingungen untersucht. Dabei wurden 150 Gene identifiziert, deren Expression durch 

Glycin-Betain sowohl unter Hochsalz- als auch unter Kontrollbedingungen verändert war. Insgesamt 

lieferte diese Studie umfassende Daten zur Genexpression von B. subtilis unter hyperosmotischen 

Bedingungen, wodurch neue Facetten der zellulären Anpassung an hohe Salzkonzentrationen sowie 

globale Effekte der osmoprotektiven Substanz Glycin-Betain aufgedeckt werden konnten. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

ABC-Transporter engl. ATP binding cassette-Transporter 
asRNA engl. antisense RNA 
B. subtilis Bacillus subtilis 
bzw beziehungsweise 
cAMP engl. cyclic adenosinmonophosphate 
CCR engl. carbone catabolite repression 
c-di-AMP engl. cyclic di-adenosine monophosphate 
CDS engl. coding sequence 
E. coli Escherichia coli 
Fur engl. ferric uptake regulator 
Km Michaelis-Menten-Konstante 
L. monocytogenes Listeria monocytogenes 
LB engl. lysogeny broth 
mRNA engl. messenger RNA 
opu engl. osmostress protectants uptake 
ppGpp engl. guanosine 3',5'-bispyrophosphate 
rap engl. response regulator aspartate phosphatases 
RNA engl. ribonucleic acid 
rRNA engl. ribosomal RNA 
S. aureus Staphylococcus aureus 
S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae 
sRNA engl. small RNA 
tRNA engl. transfer RNA 
UTR engl. untranslated region 
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