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ó Das HSP100/Clp-Protein ClpC gehört zur
Familie der AAA+-Proteine und ist eine von
drei Clp-ATPasen in Bacillus subtilis. ClpC
nimmt eine duale Funktion wahr: Zum einen
ist ClpC durch die unspezifische Proteolyse
missgefalteter und aggregierter Proteine ein
Bestandteil der Proteinqualitätskontrolle; dar-
über hinaus spielt ClpC auch beim gezielten
Abbau spezifischer Regulatorproteine eine
Rolle. Da diese Regulatorproteine Schlüssel-
positionen in Signaltransduktionswegen ein-
nehmen, ist ClpC in eine Vielzahl von Ent-
wicklungs-, Differenzierungs- und Adap-
tionsprozessen involviert.

Unter Verwendung molekularbiologischer,
biochemischer und biophysikalischer Metho-
den zeigte meine Dissertation folgende Ergeb-
nisse:

(1) Der zugrunde liegende Mechanismus
der ClpC-Aktivierung liegt in der Adapter-
vermittelten ClpC-Oligomerisierung. Der
assemblierte Komplex ist zur Substratinter-
aktion befähigt und stellt somit den aktiven
ATPase-Adapter-Komplex dar[1].

(2) Dieser vermittelt darüber hinaus aber
auch die weitere Assemblierung zum funk-
tionalen proteolytischen ClpCP-Komplex. Die
proteolytische Untereinheit, ClpP, liegt in B.
subtilis als Monomer vor und bedarf für sei-
ne Assemblierung in ein aktives Tetradeka-
mer eines oligomerisierten ATPase-Hexamers.
ClpCP-abhängige Proteolyse unterliegt daher
einer hierarchischen Kontrolle: Zunächst wird
ClpC durch ein Adapterprotein in ein aktives
Hexamer überführt, welches sodann ClpP
rekrutieren und assemblieren kann[1].

(3) Die Charakterisierung eines cyanobak-
teriellen ClpC-Homologs ergab, dass dieses
für seine Basisaktivität keinen Adapter benö-
tigt. Die Abhängigkeit zwischen ClpC und
Adapter ist daher nicht innerhalb der ClpC-
Familie konserviert und scheint somit ein
spezifisches Merkmal des B. subtilis-ClpC zu
sein[2].

(4) Neben ihrer Aktivierungsfunktion ver-
mitteln Adapterproteine auch die Substrater-
kennung für ClpC. Das bisherige ClpC-Sub-
stratspektrum umfasst die regulatorischen
Proteine ComK, ComS, SpoIIAB, CtsR und
MurAA. Die Vielzahl der Substrate lässt eine
entsprechend große Anzahl an Adaptern ver-
muten. Der spezifische Adapter für CtsR, den
Regulator der Klasse-III-Hitzeschockgene, war
bisher unbekannt und konnte in dieser Arbeit
als McsB identifiziert werden. McsB ist damit
neben MecA und seinem Paralog YpbH das
dritte Adapterprotein für ClpC. Die Besonder-
heiten von McsB liegen in seiner zusätzlichen
Aktivität als Tyrosinkinase und der damit
direkt gekoppelten Adapterfunktion. Der
Kinase kommt eine zweifache Bedeutung zu:
McsB phosphoryliert CtsR, wodurch die CtsR-
DNA-Interaktion aufgehoben wird. Nur im
phosphorylierten Zustand ist McsB fähig,
CtsR an ClpCP der anschließenden Proteoly-
se zuzuführen. Die Kinaseaktivität unterliegt
einer strengen Kontrolle: die von McsB wird
durch sein Aktivatorprotein McsA induziert,
durch ClpC inhibiert und McsB wird durch
seine spezifische Phosphatase YwlE dephos-
phoryliert. Aufgrund der Kopplung zwischen
Kinase- und Adapteraktivität kann McsB als
regulierter Adapter angesehen werden.

(5) Obwohl McsB keinerlei Ähnlichkeit zu
MecA und YpbH aufweist, interagiert es mit
den gleichen ClpC-Domänen. Dies wiederum
legt die Vermutung nahe, dass sich die simul-
tane Interaktion zweier verschiedener Adap-
terproteine mit ClpC ausschließt. Die Annah-
me einer potenziellen Kompetition konnte
experimentell erhärtet werden. In seiner
phosphorylierten Form unterdrückt McsB die
Adapterfunktion von MecA[3, 4].
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˚ Abb. 1: Modell der Regulation des CtsR-Regulons. Das Schlüsselereignis ist die Aufhebung der
inhibierenden Interaktion zwischen ClpC und McsA-McsB durch Kompetition mit anderen Adap-
terproteinen (z. B. MecA nach Hitzeschock). McsB ist nun als Kinase und Adapter aktiv und phos-
phoryliert sich selbst, McsA und CtsR. Die Phosphorylierung von CtsR führt zur Aufhebung der
DNA-Interaktion und damit zur Derepression des CtsR-Regulons. CtsR-P wird anschließend von
McsB-P zur Proteolyse an ClpCP weitergegeben. Die Phosphatase YwlE könnte eine wichtige Rolle
in der Feedback-Reaktion spielen und zur Re-Repression des CtsR-Regulons nach Abklingen des
Hitzeschocks führen.
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Ein Modell zur Regulation der CtsR-Akti-
vität (Abb. 1) berücksichtigt die neuen
Erkenntnisse etwa zur Identifizierung des
spezifischen Adapters für CtsR, McsB, den
Phosphattransfer zwischen McsB, CtsR und
YwlE sowie der Interaktion von ClpC mit sei-
nen weiteren Adapterproteinen. Die Konkur-
renz verschiedener Adapterproteine könnte
generell ein wesentlicher Bestandteil der Kon-
trolle der regulierten Proteolyse sein. ó
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ó Mykotoxine sind sekundäre Stoffwech-
selprodukte aus Schimmelpilzen. Diese Ver-
bindungen können schwere Krankheiten bei
Pflanzen, Menschen und Tieren hervorrufen.
Ein wichtiges Bespiel dafür ist das Rhizoxin,
das einerseits eine Pflanzenkrankheit verur-
sacht, aber andererseits als potenter anti-
mitotischer und antifungaler Wirkstoff aus
dem Pilz Rhizopus microsporus bekannt ist.

Überraschenderweise erbrachte die Suche
nach den Biosynthesegenen in Rhizopus spp.
den Hinweis auf die Existenz von assoziierten
Bakterien. In acht Rhizoxin-produzierenden
Rhizopus-Stämmen wurden bakterielle Gene
gefunden, die für Polyketidsynthase codie-
ren. Auch die RNA der ribosomalen 16S-
Untereinheit konnte mittels PCR nachgewie-
sen werden. Diese acht bisher unbekannten

Bakterien-Isolate gehören zum Genus Burk-
holderia und bilden eine neue Klade. Mithil-
fe der konfokalen Lasermikroskopie und einer
spezifischen Färbung war es möglich, diese
Bakterien im Pilz zu beobachten. Die erfolg-
reiche Isolierung und Kultivierung dieser in
der Pilzhyphe lebenden – endofungalen –
Symbionten bestätigte schließlich, dass sie
die wahren Rhizoxin-Produzenten sind[1].

Ferner konnten wir nachweisen, dass einer
dieser Bakterienstämme auch das Zyklopep-
tid Rhizonin A synthetisieren kann, eine Ver-
bindung, die als das erste „Mykotoxin“ aus
niederen Pilzen beschrieben worden war.

Unsere Resultate lieferten erstmals einen
direkten experimentellen Beweis für die Sym-
bionten-Hypothese. Sie geht davon aus, dass
einige Metabolite aus eukaryotischen Quel-
len in Wirklichkeit bakteriellen Ursprungs
sind. Zusätzlich gestattete die Reinkultivie-
rung eines symbiotischen Bakterienstamms
in größerem Maßstab die Isolierung neuer
und bedeutend stärker wirksamer Rhizoxin-
Derivate. Deren antimitotische Aktivität ist
um den Faktor 1.000 bis 10.000 höher als die
von Rhizoxin. Der Aufbau einer Cosmid-
Bibliothek mit DNA des Symbionten ermög-
lichte die Identifizierung, Sequenzierung und
Klonierung des Rhizoxin-Biosynthese-Gen-
clusters[2]. Daher sind wir jetzt in der Lage,
neue Rhizoxin-Derivate durch Modifikation
der Rhizoxin-Biosynthese oder durch Semi-
Synthese zu gewinnen.

Weitere Experimente zur Übertragung der
Endosymbionten sollten helfen, die treiben-
den Mechanismen zu entschlüsseln, die für

die Aufrechterhaltung der Symbiose zwischen
Bakterien und Pilzen verantwortlich sind. Wir
konnten zeigen, dass der Pilz die bakteriel-
len Toxine nicht nur zur Sicherung der Sub-
stratzufuhr nutzt, sondern auch für seine Spo-
rulation auf die Bakterien angewiesen ist. Die
Bakterien profitieren vom sicheren Milieu im
Inneren des Pilzes und haben raffinierte
Methoden entwickelt, um sich in die Sporen
zu integrieren, die ihre vertikale Übertragung
im Pilz sichern[3].

Die Rhizopus/Burkholderia-Symbiose stellt
ein hervorragendes Modell für die weitere
Untersuchung mikrobieller Kommunikation
und Interaktion dar. ó
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