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Der bakterielle Zellzyklus wird durch die Assemblierung und Disassem-
blierung von Proteinen zu bestimmten Zeitpunkten und an spezifischen
Stellen in der Zelle angetrieben. Daran beteiligt sind das universelle Repli-
kations-Initiatorprotein DnaA, der SMC-Chromosomen-Segregationskom-
plex und Filament-bildende Zytoskelettelemente wie das Tubulin-ortholo-
ge FtsZ, das die Zellteilung einleitet.

The bacterial cell cycle is largely driven through assembly and disassem-
bly of proteins at certain time points and at specific sites within the cell.
Key players are the replication initiator protein DnaA, the SMC chromoso-
me segregation complex and filament forming cytoskeletal elements,
such as FtsZ, which instigates cell division.

Wachstum ist eine Uberinitiation letal. Die
Steuerung erfolgt {iber das DnaA-Protein, das
in ATP-gebundener Form an den Replika-
tionsursprung (origin) bindet - vermutlich
bei einem bestimmten Verhiltnis von Protein
zu Zellvolumen - und die Assemblierung der
Replikationsmaschinerie startet. In E. coli
wird eine erneute Initiation im Zellzyklus
durch drei Vorgiange vermieden: Direkt nach
der Verdopplung ist nur ein Strang der DNA
(der alte Strang) am GATC-Motiv methyliert,
DnaA bendotigt jedoch eine Methylierung an
beiden Strangen zur Bindung an die origins.
Das SeqA-Protein wiederum bindet mit hoher
Affinitat an teilmethylierte GATC-Sequenzen
und verhindert fiir eine Weile die Methylie-
rung durch die Dam-Methylase. Zweitens bin-
det das Hda-Protein an die DnaN-Unterein-

B In bisher untersuchten Bakterien sind -
mit Ausnahme von Caulobacter crescentus -
nur sehr wenige Beispiele fiir die Steuerung
von Zellzyklusprozessen durch Transkrip-
tionsregulation bekannt. Viele Vorgdnge miis-
sen also posttranskriptionell reguliert sein,
und in der Tat scheint ein GroBteil der Zell-
zyklussteuerung iiber eine spezifische Steu-
erung der Lokalisation von Proteinen abzu-
laufen.

Replikation

Alle Zellen miissen sicherstellen, dass die

Replikation nur einmal pro Zellzyklus gestar-
tet wird, egal wie schnell die Zelle sich ver-
doppelt. Bei niedriger Wachstumsrate besit-

zen Bakterien wie Escherichia coli zwei Repli-
kationsgabeln, die etwa 50 Minuten benoti-
gen, um das Chromosom zu verdoppeln. Bei

hohen Wachstumsraten sind viele Replika- € ongin
tionsgabeln in der Zelle vorhanden, sodass ® Terminus .

@ DnaA

@ Replisom

° A, suc eFisZ, CdtA

die Zelle sich in nur 20 Minuten teilen kann

- zwei Replikationsgabeln sind schon so weit
vorangekommen, dass wenige Minuten nach
Beginn des neuen Zellzyklus zwei Chromo-
somen komplett verdoppelt sind, auf denen
schon weitere Replikationskomplexe aktiv
sind. Nur wihrend des Ubergangs von lang-
samem zu schnellem Wachstum darf die Zel-
le mehrfach initiieren; im exponentiellen
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A Abb. 1: Modell des bakteriellen Zellzyklus fiir langsam wachsende Bakterien. Schwarze Linien:
Chromosom, Pfeile: Richtung der Segregation von verdoppelten Chromosomen-Abschnitten.
DnaA initiiert die Replikation am Ursprung (origin) und wird dann an die Polymerase-Maschinerie
(Replisom) quantitativ assoziiert, sodass nach der nachfolgenden Bewegung der neuen Origins
eine erneute Bindung von DnaA verhindert wird. Der SMC-Komplex bildet ein Kondensationszen-
trum in jeder Zellhélfte aus und organisiert dort die Anordnung der Chromosomen, wéahrend das
das Tubulin-orthologe FtsZ-Protein nach erfolgter Segregation als Ringstruktur (Divisom, enthalt
mindestens acht weitere Proteine) die Zellteilung induziert.
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DnaA - griin,
origins - rot

CdtA - grin,
Membran - rot

2 ym

FtsZ- rot, DNA - griin

SMC- griin, Membran - rot

SMC- griin, DNA - blau

A Abb. 2: Lokalisation von DnaA-YFP (yellow fluorescent protein), SMC-YFP, FtsZ und CdtA-CFP

in Bacillus subtilis durch Immunfluoreszenz.

heit der aktiven DNA-Replikationsmaschine-
rie und induziert daraufhin die ATPase-Akti-
vitat von DnaA, das dadurch inaktiviert wird.
Drittens liegt in der Nahe des origin der dat-
Genort, an dem sich viele DnaA-Bindemoti-
ve befinden. Durch die Verdopplung von dat
werden viele DnaA-Molekiile gebunden und
aus dem Pool an freiem DnaA titriert. Je mehr
diese Mechanismen ausgeschaltet werden,
desto dramatischer ist die Uberinitiation und
desto weniger lebensfihig sind die Zellen(!l,
Da die Dam-, SepA-, Hda- und dat- Systeme
nur in Enterobakterien vorhanden sind, miis-
sen ganzlich andere Mechanismen der Steu-
erung der Replikation in allen anderen Bak-
terien operieren.

Ein Mechanismus, der tiber raumliche Abson-
derung von DnaA zu funktionieren scheint,
existiert in Bacillus subtilis. Zu dessen Ver-
standnis muss ein wichtiges Konzept des bak-
teriellen Zellzyklus eingefiihrt werden, das
von Alan Grossman (MIT) gefunden wurde.
In allen bisher untersuchten Bakterien befin-
det sich die Replikationsmaschinerie in der
Zellmitte, und beide Replikationsgabeln lie-
gen riaumlich beieinanderl2l. Dies bedeutet,
dass sich nicht die Polymerasen iiber das
Chromosom bewegen, sondern das Chromo-
som wahrend seiner Verdopplung durch die
Zellmitte wandert (Abb. 1). Die verdoppelten
Abschnitte des Chromosoms werden dann
von der Zellmitte aus in entgegengesetzter
Richtung in beide Zellhdlften bewegt (Abb.
1), sodass schon wéahrend der Replikation die

Segregation der Schwesterchromosomen
erfolgt (anders als im Zellzyklus der eukary-
otischen Zellen). Besitzt die Zelle bei schnel-
lem Wachstum mehrere (vier oder acht) Repli-
kationsgabeln, sind diese in Paaren in bei-
den Zellhélften vorhanden, sodass sich das
Schema in Abbildung 1 multipliziert, die
raumliche Organisation aber erhalten bleibt.
In B. subtilis ist DnaA zu Beginn des Zellzy-
klus mit den Replikationsurspriingen asso-
ziiert und kann dort die Replikation starten.
Ist jedoch die Replikationsmaschinerie eta-
bliert, wird DnaA {iber das YabA-Protein
quantitativ an die DnaN-Untereinheit der
Replikationsgabeln geheftet, wohingegen die
origins in Richtung der Pole bewegt werden
(Abb. 1). DnaA hat damit keine Moglichkeit,
erneut an die Urspriinge zu binden; damit ist
die Initiation raumlich unterbunden, bis die
Replikation beendet ist (Abb. 1, unten), nach
der sich die Zelle rasch teilt. Die nachste Initi-
ation erfolgt damit erst im ndchsten Zellzy-
klus.

Segregation

Die Wanderung der duplizierten Urspriinge
und aller anderen Regionen des Chromosoms
in Richtung der Zellpole (Abb. 1) lauft nach
einem bisher nicht aufgeklarten Mecha-
nismus ab, an dem Aktin-dhnliche Proteine
beteiligt zu sein scheinen (s. u.). Durch Mar-
kierung unterschiedlicher Regionen auf den
Chromosomen von B. subtilis und E. coli zeig-
te sich, dass alle verdoppelten Regionen des

Chromosoms in einer relativ konservierten
raumlichen Position zu liegen kommen,
sodass die verdoppelten Chromosomen ein
bevorzugtes Arrangement besitzen. An der
Bildung dieser definierten tertidren Struktur
des Chromosoms ist das Structural Mainte-
nance of Chromosomes(SMC)-Protein maB-
geblich beteiligt. Dieses ungewohnliche Pro-
tein ist von Bakterien bis hin zum Menschen
konserviert und in einer Vielzahl von Chro-
mosomendynamiken sowie in der DNA-Repa-
ratur involviert. Eine Deletion des smc-Gens
fihrt in den meisten Prokaryoten zu einer
starken Dekondensation der DNA, wohinge-
gen eine Uberexpression zu einer starken
Verkleinerung des Nukleoids (welches das
Chromosom beinhaltet) fiihrt. /n vivo beno-
tigt SMC noch zwei weitere Proteine, ScpA
und ScpB, denen eine regulative Funktion
zukommt. In vivo-Experimente mit fluo-
reszenzmarkierten SMC- und Scp-Proteinen
zeigten, dass sich SMC am Anfang des Zell-
zyklus in der Zellmitte befindet. Sind die ori-
gins in Richtung der Zellpole gewandert, ent-
stehen zwei SMC/Scp-Zentren, je eines in
jeder Zellhidlfte (Abb. 1, Mitte rechts, unten
und Abb. 2)B31, Von diesen Zentren aus wird
die Kondensation des gesamten Chromosoms
gesteuert, in Kooperation mit zellularen Topo-
isomerasen. In den Kondensationszentren
arbeiten die Proteine des SMC-Komplexes
dynamisch zusammen, wobei das SMC als
riesige (50 nm) ringformige Struktur an DNA
bindet und vermutlich DNA-Schleifen aus-
bildet oder miteinander verkniipft(*.
Kiirzlich wurde in Einzelmolekil-Experi-
menten gezeigt, dass MukB, das SMC-Homo-
log aus E. coli, in vitro lineare DNA effektiv
verkiirzt und die DNA dabei in Schleifen sta-
bilisiert®). Die Aufgabe des Komplexes in vivo
konnte demnach die chromosomenweite Ver-
netzung benachbarter Regionen sein, die nach
der Replikation aus der Zellmitte in Richtung
der Zellpole transportiert worden sind und
in den Kondensationszentren als in Schlei-
fen geordnete Bereiche stabilisiert werden.

Zellteilung

Nach erfolgreicher Replikation und Segrega-
tion der Chromosomen ist die Zellteilung der
letzte Schritt im bakteriellen Zellzyklus. Die
meisten stdabchenformigen Bakterien wie
E. coli oder B. subtilis teilen sich symmetrisch
in der Zellmitte, sodass zwei identische Toch-
terzellen entstehen, die iber dieselbe gene-
tische Information verfiigen.

An der Zellteilung sind mehrere Proteine
beteiligt, die relativ hierarchisch an die Zell-
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teilungsebene rekrutiert werden!®. Als Initi-
ator der Zellteilung fungiert in allen bisher
untersuchten Bakterien das FtsZ-Protein, das
Ahnlichkeit zur eukaryotischen Zytoskelett-
komponente Tubulin aufweist. FtsZ bildet
GTP-abhdngig Filamente, die einen Ring in
der Zellmitte formen (Abb. 1, Mitte links und
Abb. 2). Die Ausbildung des Z-Rings wird
durch verschiedene Proteine reguliert (FtsA,
ZapA), die ebenfalls zur Zellmitte rekrutiert
werden und mit FtsZ interagieren. Im nachs-
ten Schritt gelangen mehrere Proteine zur
Teilungsebene (DivIB, DivIC, FtsL in B. subti-
lis; FtsB, FtsQ, FtsL in E. coli), welche ihrer-
seits Proteine rekrutieren, die an der Syn-
these der Zellwand beteiligt sind. PBPs (peni-
cillin binding proteins) assemblieren Peptido-
glycan aus den Vorlduferverbindungen. Mit
der Synthese der Zellwand zwischen den bei-
den Tochterzellen beginnt sich die Zellhiille
einzuschniiren, und die Tochterzellen tren-
nen sich voneinander. Eine bisher ungeklar-
te Frage betrifft die Einschniirung des Tei-
lungsseptums: Zieht sich hierbei der Z-Ring
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aktiv zusammen, oder ist die neu syntheti-
sierte Zellwand die treibende Kraft der
Kontraktion?

Die Teilung in zwei identische Tochterzel-
len setzt voraus, dass sich die Zellteilungs-
ebene genau in der Zellmitte ausbildet und
die replizierten Chromosomen komplett aus
der Teilungsebene entfernt worden sind.
Ersterer Prozess wird bei stibchenformigen
Bakterien durch zwei Systeme gewahrleistet,
das Min-System und nucleoid occlusion. Am
Min-System sind die Proteine MinC, MinD
und DivIVA (B. subtilis) oder MinE (E. coli)
beteiligt. Die MinCD-Komponenten bilden
einen Komplex am Zellpol, der die Assem-
blierung des Z-Rings und damit die asym-
metrische Teilung an den Polen verhindert
(Abb. 3A). Wiahrend der MinCD-Komplex in
B. subtilis durch DivIVa statisch am Zellpol
lokalisiert ist, oszilliert der Komplex in E. coli
zwischen den Zellpolen. MinE wandert dem
MinCD-Komplex hinterher und lost ihn auf -
er ,jagt“ somit MinCD zwischen den Polen
hin und her. Dadurch entsteht ein Gradient

von MinCD mit der groBten Dichte an den
Zellpolen und der geringsten in der Zellmit-
tel’]. Die Zellteilung darf nicht am Zellpol und
auch nicht in einem Bereich der Zelle begin-
nen, in dem sich das Chromosom befindet.
Das Noc-Protein (nucleosid occlusion, SImA
in E. coli) ist mit der DNA in der Zelle asso-
ziiert und schlieBt die Assemblierung von
FtsZ in diesem Bereich aus. Erst wenn die
Schwesterchromosomen komplett voneinan-
der getrennt sind, kann FtsZ in der Zellmitte
die Ringstruktur ausbilden, wenn dort die
Inhibition des Min- und des Noc-Systems
nicht mehr greift (Abb. 3A).

Durch Stresssituationen (wie DNA-Briiche)
kann die Chromosomensegregation ver-
langsamt sein und noch etwas DNA in der Zell-
teilungsebene verbleiben, welche aber nicht
mehr fiir die NOC-Aktivitdt ausreichend ist.
DNA-Translokasen sind fiir die Kopplung von
verzogerter Chromosomensegregation mit der
Zellteilung verantwortlich. Diese Proteine
pumpen aktiv DNA aus dem Bereich der Zell-
teilungsebene (Abb. 3B). DNA-Translokasen
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A Abb. 3: A, Modell der Steuerung der Ausbildung des FtsZ-Rings. MinCD inhibiert die Polymeri-
sation von FtsZ an den Polen und Noc iiber dem Nukleoid, sodass FtsZ nur zwischen segregierten
Nukleoiden einen Ring bilden kann. B, Modell der Kopplung von verspateter DNA-Segregation und
Zellteilung durch DNA-Translokasen. Das Protein CdtA bewegt DNA aus der Teilungsebene wah-
rend der Zellteilung, wohingegen SpolllE als integrales Membran-Protein einen Kanal bildet, wenn

DNA im Septum eingeschlossen wurde.

wie FtsK in E. coli und CdtA in B. subtilis wer-
den als Komponente der Teilungsmaschine-
rie in die Zellmitte rekrutiert (Abb. 2) und
transportieren die Chromosomen gezielt aus
der Mitte in Richtung der Zellpole. Dabei kon-
nen die Translokasen polare Sequenzen erken-
nen, die im Chromosom iiberreprasentiert
sind, und ihre Pumprichtung dndern, sodass
die DNA stets in die richtige Richtung trans-
loziert wird. In B. subtilis besteht noch ein
,Back up-System*: Falls trotz aller Vorkeh-
rungen DNA im Teilungsseptum hdngen
bleibt, assembliert eine zweite DNA-Translo-
kase, SpollIE, in der Zellmembran und trans-
portiert die DNA aus dem Septum in die Toch-
terzellen zurtick (Abb. 3B). Wiahrend der Spo-
rulation teilt sich die B. subtilis-Zelle asym-
metrisch, und das polare Septum durchtrennt
das Chromosom der Vorspore. SpollIE pumpt
dann den Rest des Chromosoms in die klei-
nere Vorspore und gewdhrleistet somit den
Fortgang der Differenzierung.

DNA-Reparatur

Zur Reparatur von Briichen in der DNA wird
eine Maschinerie von tiber zehn Proteinen
verwendet, die an Stellen mit Briichen defi-

nierte Reparaturzentren (RZs) ausbilden und
in diesen in einer anndhernd hierarchischen
Reihenfolge akkumulieren. Nach dem Ent-
stehen von DNA-Briichen wird die Zellteilung
durch Induktion eines FtsZ-Inhibitors blo-
ckiert, und das RecA-Protein bildet von den
RZs aus dynamische filamentdse Strukturen,
die nach den homologen Bereichen auf den
intakten Schwesterchromosomen suchen, um
Cross-overs und damit die Reparatur der Brii-
che zu ermdglichen!®!. Auch die DNA-Repa-
ratur ist demnach raumlich hochgradig orga-
nisiert, wobei die meisten Reparaturproteine
auch schon vor der Induktion von Briichen
vorhanden sind, jedoch in geringerer Kopien-
zahl.

Zytoskelett

Bakterien besitzen Aktin-ahnliche Proteine,
genannt MreB, welche dynamische Filamen-
te unterhalb der Zellmembran ausbilden!?],
MreB-Filamente bewegen sich entlang heli-
kaler Bahnen, was vermutlich durch Poly-
merisation am Plus-Ende und Depolymerisa-
tion am Minus-Ende der Filamente erfolgt.
Zum einen konnten diese Strukturen durch
Adapterproteine in der Membran die Lokali-

sation von Zellwandsynthese-Enzymen steu-
ern, sodass diese einen helikalen stdbchen-
formigen Mureinsacculus synthetisieren.
Zum anderen scheint MreB Einfluss auf die
Segregation der Chromosomen auszuiiben,
eventuell iiber die Positionierung von putati-
ven Proteinen, die die DNA aus der Zellmitte
in Richtung Zellpol bewegen.

Die Untersuchung der Lokalisierung von
Proteinen in Bakterien hat wichtige Einbli-
cke in die Abldaufe im Zellzyklus ergeben und
gezeigt, dass in Bakterien viel mehr dynami-
sche und rdumlich hochgradig organisierte
Prozesse ablaufen, als vorher vermutet. M
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