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1. EINLEITUNG

1.1 Das Phinomen der Temperaturadaptation bei Bakterien

Viele Mikroorganismen sind in ihrem natiirlichen Umfeld erheblichen Schwankungen von
Umweltfaktoren ausgesetzt. Die Temperatur ist einer der Umweltfaktoren, die sich sehr
schnell gravierend dndern konnen.

In einem GroBteil der Erde erreichen die Temperaturen nie mehr als 5°C, aber auch hier wur-
den signifikante Mengen an Biomasse per Satellitenaufnahmen nachgewiesen. Man findet
eine grofe Vielfalt an Algen, Archea, Pilzen und vor allem Bakterien in diesen Lebensriu-
men. Dank ihrer Vielfalt, sind die Vertreter des Reichtums ,,Bakterien* in fast allen mogli-
chen Okosystemen mit sehr unterschiedlichen Bedingungen anzutreffen. Das Temperatur-
spektrum reicht in diesen Okosystemen von — 15°C in antarktischem salzigen Gewisser bis zu
115°C in Thermalquellen auf dem Ozeanboden. Psychrophile Mikroorganismen spielen auch
bei den biotechnologischen Fermentationsprozessen, wie die Herstellung von Milchprodukten
eine entscheidende Rolle. Andererseits sind psychrophile und psychrotolerante Bakterien, wie
Brochothrix termospaca und Pseudomonas fragii fiir das Verderben gekiihlt gelagerter Le-
bensmittel verantwortlich. Auch psychrophile pathogene Bakterien konnen iiber gekiihlte Le-
bensmittel verbreitet werden. Das gilt fiir humanpathogene Bakterien, wie Yersinia enteroco-
litica, Clostridium botulinum und Salmonella Stimme oder pflanzenpathogene Bakterien, wie
Pseudomonas syringae und diverse Erwinia Stimme.

In Bezug auf das Wachstum bei unterschiedlichen Temperaturen werden die Bakterien in fol-
gende Kategorien unterteilt: Psychrophile, Mesophile und Thermophile. Die minimale Wach-
stumstemperatur fiir psychrophile (auch ,.kryophil* genannte) Bakterien betrdgt 0°C oder
niedriger, die maximale Wachstumstemperatur ist ca. 20°C und das optimale Wachstum er-
reichen sie bei ca. 15°C. Zu den Vertretern dieser Gruppe zédhlen sowohl die z.B. in Boden
und Gewissern verbreiteten Shewalella oneidensis, Arthrobacter globiformis, Pseudomonas
fragii, Bacillus cereus und Brochothrix thermospacta, als auch humanpathogene Erreger wie
Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis und Salmonella enterica.

Psychrotolerante Bakterien mit dhnlichen Eigenschaften zeichnen sich dadurch aus, dass sie
unter 3-5°C nicht wachsen konnen. Mesophile Bakterien haben den Wachstumstemperaturbe-

reich bei 20-42°C mit dem Wachstumsoptimum bei 30°-37°C und sind bei Temperaturen un-
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ter 15°C gehemmt. Am besten untersuchte Beispiele von dieser Gruppe sind E. coli und B.
subtilis.

Die Mikroorganismen, die hohere Temperaturen bevorzugen, werden Thermophile genannt.
Vertreter diese Gruppe, wie z.B. B. stearothermophilus, erlangen ihre maximale Wachstums-
rate erst oberhalb von 40°C und werden bei ca. 70°C in ihrem Wachstum gehemmt. Als ex-
trem thermophil bezeichnet man die Mikroorganismen (z.B. Thermotoga maritima, Pyrococ-
cus furiosus), deren Temperaturoptimum fiir das Wachstum oberhalb von 65°C und deren
maximale Wachstumstemperatur bei 70-80°C liegt. Bacteria und Archea, die erst bei 80-90°C
ein ausreichendes Wachstum erreichen (Methanopyrus kandleri) bezeichnet man als hyper-

termophil.

1.2 Mechanismen der Adaptation an niedrige Temperaturen

Im Laufe der Evolution haben sich verschiedene Mechanismen entwickelt, um den niedrigen
Temperaturen und schnellen Temperatursenkungen entgegenzutreten. Die wichtigsten Pro-
bleme, mit denen die bakterielle Zelle bei niedriger Temperatur konfrontiert wird, sind mit
der verminderten molekularen Beweglichkeit und der damit verbundenen Fehlfunktion vieler
Prozesse verbunden. Der aktuellste Stand der Forschung auf dem Gebiet Kilteadaptation bei
Bakterien wurde in den Reviews von Weber und Marahiel (2003) und Chattopadhyay (2006)
diskutiert.

Bei Senkung der Temperatur werden alle wichtigen Zellfunktionen beeinflusst: Enzymnetz-
werke; zellmembrannassoziierte Prozesse wie Transport, Zellteilung und Energieproduktion;
Prozesse mit Beteiligung von DNA und RNA Molekiilen (Translation, Transkription, mRNA-
Folding, Nukleoid-Verpackung). Verschiedene Studien zeigten, dass bei der abrupten Sen-
kung der Temperatur nicht so sehr die erreichte Endtemperatur, sondern die Differenz zwi-
schen der urspriinglichen und der erreichten Temperatur von Bedeutung ist. Bei den Studien
an mesophilen Bakterien haben sich viele Labore fiir Kélteschock von 37°C auf 15°C ent-
schieden.

Im Betracht auf die physiologische Vielféltigkeit der Bakterien ist es schwierig, die Kilte-
schockantwort zu generalisieren. Aber es lassen sich die gemeinsamen Phasen der Antwort
darauf identifizieren. Die Phase I tritt direkt nach der subletalen Senkung der Umwelttempera-

tur an und kann abhiingig von dem Mikroorganismus bis zu mehreren Stunden dauern, in der
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eine erhebliche Verminderung der Wachstumsrate und Reprogrammierung der Proteinsynthe-
se beobachtet werden. In der Phase II (,,Erholungsphase‘‘) wachsen die Zellen von vielen Bak-
terien schneller und zeigen verinderte Proteinmuster im Vergleich zu Phase 1. Die Bakterien-
zellen werden an die Kilte adaptiert und treten danach in die Phase III ein, die durch stationi-
res Wachstum charakterisiert ist.

Die Proteine, die nach dem KS synthetisiert werden, konnen in zwei Gruppen geteilt werden:
CIPs (,,cold induced proteins*) — kilteinduzierte Proteine, und CAPs (,,cold acclimatization
protein®) — Kalteakklimatisierungsproteine. CIPs werden nur voriibergehend induziert, und
die CAPs sind dauerhaft nach dem KS auf erhohtem Niveau vorhanden. Abhéngig von der
Induktionszeit, konnen die Proteine in die ,,frithen* und ,,spiten* CIPs und CAPs unterteilt
werden. Es wird vermutet, dass die CIPs und CAPs einige interne regulatorische Elemente
besitzen, wie Sequenzen im 5’-untranslatierten Bereich, die ihre Affinitdt zum Ribosom erho-
hen (Neuhaus, 2003, Phadtare, 1999) und damit die Synthese nach dem Kilteschock begiin-
stigen. Z.B. kann B. subtilis die Sequenz im 5’-Bereich der mRNA nutzen, die zum Teil dem
einzelstrangigen Abschnitt der 16S RNA komplementir ist, und als zusitzliches Interaktions-

site dient (Weber, Marahiel 2002).

1.2.1 Synthese der Kilteschockproteine

Eine besondere Gruppe der CIPs bilden die Csp’s (,,cold shock proteins*) - Kilteschockpro-
teine, eine Familie der weit verbreiteten konservierten Proteine, die eine Bindungsdoméne fiir
Nukleinsduren, die CSD (,,cold shock domaine‘) tragen.

Zu den Csps zihlen z.B. das ,,major cold shock protein“ CspB bei B. subtilis, CspA bei E. coli
und ihre Homologe bei anderen Spezies. Als Csp’s wurde die Familie der kleinen (ca. 60-70
Aminosduren gro3en) Proteine bezeichnet, die die so genannte konservative ,,cold shock do-
maine* CSD tragen, die von den Bakterien bis hin zum Mensch konserviert ist. Mit wenigen
Ausnahmen wie Helicobacter pylori und Mycoplasma genitalium tragen alle Bakterien Ho-
mologe des Csp Proteins (Graumann, 1996).

Die Struktur der CSD Doméne wurde fiir CspB aus B. subtilis (Schindelin, 1993), CspA aus
E. coli (Schindelin, 1994), TmCsp aus dem hypertermophilen Termotoga maritima (Kremer,
2001) und fiir das humane Y-Box Protein YB-1 (Kloks, 2002 ) mit Hilfe der NMR oder Kri-

stallographie identifiziert. Alle untersuchten Csps haben eine @hnliche Faltung und bestehen

3
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aus fiinf antiparallelen B-Sheets, die die B-Barrel Struktur bilden. Auf den B-Stringen zwei
und drei befinden sich die Motive RNP-1 und RNP-2, die aus aromatischen und basischen
Aminosduren bestehen und an der Nukleinsdurebindung teilnehmen. Manche dieser aromati-
schen Reste beeinflussen auch die Stabilitdt und Faltung der Csp Proteine (Schindler, 1998,
Hillier 1998). Daraus folgt, dass sie schnell gefaltet werden und so besitzen sie abhéngig von
dem Ursprungsorganismus eine niedrige oder hohe thermodynamische Stabilitét. In B. subtilis
wurden drei kélteinduzierte Csp Proteine identifiziert: CspB-CspC-CspD (Graumann, 1997),
wohingegen in E. coli nur vier (CspA, CspB, CspG und Cspl) von insgesamt neun Csp Pro-
teinen kilteinduziert sind (Yamanaka, 1999).

Csps binden mit unterschiedlicher Affinitdt und Sequenzselektivitit priferentiell eher an den
einzelstrdngigen, als an den doppelstringigen Nukleinsduren (Graumann, 1997, Graumann,
1994). Manche Csps, z. B. CspB aus B. subtilis, bilden Dimere in vitro (Yamanaka, 2001,
Machatadze, 1994). Das dem CspB sehr homologe Protein CspA aus E. coli existiert dagegen
nur als Monomer (Schindelin, 1994). An dem gereinigten CspB Protein aus B. subtilis wurde
gezeigt, dass die Bindung an die Nukleinsduren die Resistenz des Proteins gegen die proteoly-
tische Degradierung erhoht (Schindler, 1999).

Die Funktion der Csp Proteine bleibt weitgehend ungeklirt. Fiir CspA aus E. coli wurde die
Funktion als Transkriptionsaktivator fiir den Promotor des Gens h-ns, das fiir ein histon@hnli-
ches Protein kodiert, (La Teana, 1991) oder den gyr Promoter (Jones, 1994) vermutet.
Desweiteren wurde fiir CspA bei E. coli die Funktion eines RNA-Chaperons demonstriert,
dank dessen die Sekundidrstrukturen der RNA destabilisiert und ero6ffnet werden konnen.
(Jiang, 1997) Dieses Protein besitzt auch die Antiterminatorfunktion, so wie auch seine Ho-
mologe CspC und CspE. CspA bindet an den Terminator und ermdglicht so das Durchlesen
des Operons inf-rbf-pnp, das die Gene fiir die Adaptation des Translationsapparatus an die
Kilte enthilt (Bae, 2000).

Es wurde versucht, eine kombinierte Deletionsmutante aller Csp Gene herzustellen, aber die
Deletion von vier von diesen fiihrte zu schweren physiologischen Defekten (Xia, 2001). Die
einzige Kopie des CspA-dhnlichen Gens wurde auch fiir das Uberleben des psychtrophen
Bakteriums Arthrobacter globiformis demonstriert (Hebraud, 1999). Die Notwendigkeit min-
destens einer Kopie des Csp Gens in B. subtilis fiir das Uberleben auch unter normalen Be-

dingungen (Graumann, 1997) weist darauf hin, dass Csp Proteine auch an weiteren Prozessen
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auller der Kélteadaptation beteiligt sind. Die Doppeldeletion der Gene cspB/cspC in B. subtilis
fiihrte zu mehreren Defekten: Veridnderte Proteinsynthese, Zelllyse beim Eintreten der statio-
nidren Wachstumsphase, Abidnderung der Nukleoidstruktur und Unfihigkeit, Endosporen zu
bilden (Weber, 2001, Weber, 2001). Stationdres Wachstum und Kilteschock charakterisieren
sich durch schnelle Inaktivierung der Ribosomen, und dies ist ein mogliches Signal zur Akti-
vierung der Csp Proteine. Vor kurzem ist es gelungen, phinotypische Defekte in der Doppel-
mutante cspB/cspC durch heterologe Expression des IF-1 Initiationsfaktors aus E. coli zu
kompensieren (Weber, 2001). Das beweist, dass diese Proteine auller der gleichen Faltung
zum Teil iiberlappende Funktionen haben. Die Bindung des Initiationsfaktors IF-1 an die 30S
Untereinheit des Ribosoms ist fiir die Initiation der Translation bei Bakterien notwendig, und
dies konnte auf eine Verbindung zwischen Csp Proteinen und der Initiation der Translation
deuten, die momentan als die kritische Stelle in der Kilteanpassung angesehen wird. Fiir die
Beteiligung der Csp an den ribosomalen Prozessen spricht auch die Beobachtung von Weber
et al., dass das GFP-CspB Fusionsprotein mit den Ribosomen kolokalisiert ist und die Kolo-
kalisierung von der aktiven Transkription abhingig ist. AuBerdem wurde mit Hilfe der FRET
Technik demonstriert, dass CspB mit der kilteinduzierten Helikase CshB interagiert und da-
mit die einzelstrdngige RNA stabilisiert (Hunger, 2000).

Basierend auf der Tatsache, dass nach dem Kilteschock unter der totalen Blockade der Trans-
lation mit 100 mg/ml Kanamycin oder 200 mg/ml Chloramphenicol ausschlieBlich Csp Pro-
teine synthetisiert werden (Etchegaray, 1999), haben Marahiel und Weber folgendes Model
vorgeschlagen: Erst werden von den Kilteschock-beschidigten Ribosomen dank der internen
Strukturen, wie z.B. der Sekundirstruktur der mRNA, die Csps produziert, die danach die
Struktur des Ribosoms dndern und damit die Synthese der anderen CIPs, wie der Helikase
CsdA oder RbfA, ermdglichen. Alternativ dienen sie als Antiterminatoren, um die Expression
der CIPs auf der Transkriptionsebene zu induzieren. Moglich ist auch, dass diese Funktionen

sich ergédnzen.

1.2.2 Anpassung des Translationsapparates

Die Storung der Proteinsynthese ist eines der grofSten Probleme, mit denen die Bakterien nach
dem Kilteschock konfrontiert werden. Dabei wird sowohl die Struktur der Ribosomen, als

auch die Sekundirstruktur der mRNAs beeinflusst. Studien zeigen, dass die Fraktion der CIPs
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und CAPs viele ribosomale Proteine, Translationsfaktoren und mit den Ribosomen assoziierte
Proteine beinhalten (Graumann, 1996; Jones, 1996), die wahrscheinlich der Wiederherstel-
lung der normalen Proteinsynthese dienen sollen. Bei Kilte wird die Funktion des Ribosoms
erstmal angehalten und die Hauptproteinsynthese solange blockiert, bis die Faktoren syntheti-
siert werden, die die Proteinsynthese wieder ermoglichen.

Nach der Arrhenius-Gleichung wird die Transkription bei niedriger Temperatur verlangsamt,
und so bleibt mehr Zeit bis zur Bindung des Ribosoms an der Ribosomen-Bindungsstelle
(RBS), in der sich Sekundérstrukturen bilden konnen und dadurch den Zugang zur RBS und
regulatorischen Motiven verhindern. Unerwiinschte Sekundirstrukturen innerhalb des kodie-
renden Bereichs der mRNA konnen die Elongation der Translation stéren. Die Fehlfaltung des
3’-Endes kann zu unerwiinschten Effekten wie Maskierung des Stop-Kodons fithren oder die
Peptidauflosung und Wiederverwendung von Ribosomuntereinheiten beeintrichtigen (Weber
und Marahiel, 2003).

Das Ribosom ist ein komplexes Gebilde aus rRNA und Proteinen und vollzieht sich in seiner
Biogenese der Reifung unter Beteiligung verschiedener Proteine (Gualerzi, 2003). Bei E. coli
wurde demonstriert, dass nach der Senkung der Temperatur auf 15°C oder 5°C der Anteil an
Polysomen stark abnimmt und gleichzeitig die Fraktion von einzelnen Ribosomen und 30S
und 50S Untereinheiten zunimmt (Broeze, 1978, Jones, 1999). Diese Daten zeigen, dass die
Reaktivierung der Translationsinitiation ein Engpass bei der Kélteadaptation ist.

Um die korrekte Transkription und Translation zu ermoglichen, gibt es zwei Mdoglichkeiten,
der Bildung der unerwiinschten Sekundirstrukuren entgegenzuwirken: Die kooperative Bin-
dung von Csp Proteinen an dem wachsenden Transkript (Grauman, 1997) oder die Wirkung
der RNA-Helikasen, die bei E. coli (Jones, 1996), Anabaena PCC7120 (Chamot, Owttrim,
2000) und B. subtilis nach dem Kilteschock identifiziert wurden. Die RN A-Helikasen entfer-
nen nicht nur die Sekundirstrukturen, sondern schiitzen die RNA auch vor dem Abbau durch
RNAsen, besonders unter den Bedingungen der Entkopplung von Transkription und Transla-
tion (Iost, 1994). Fiir einige RNA-Helikasen wird auch eine Funktion an der Ribosombioge-
nese diskutiert.

In einigen Studien wird iiber eine verstirkte Expression der Proteine, die an der normalen
Ribosombiogenese oder Translationsmaschinerie beteiligt sind, berichtet. In S. meliloti wurde

eine voriibergehende Induktion des rRNA-Operons nach dem Kilteschock beobachtet
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(O’Connel, 2000). Das kann auf den de novo Aufbau von Ribosomen deuten. Die ribosomas-
soziierten Proteine CsdA und RbfA (Dammel, 1995) wurden in E. coli auch als kilteinduziert
beschrieben.

RbfA (,,ribosome binding factor A*) wurde als Mehrfachkopien-Supressor einer kiltesensiti-
ven 16S RNA Mutation entdeckt und bindet ausschlieBlich an de 30S Untereinheiten und
nicht an 70S Ribosomen oder Polysomen. Die Deletion dieses Gens fiihrt bei Kilte zu schwe-
ren physiologischen Defekten in der Zelle und beeintrichtigt die Wiederaufnahme der Prote-
insynthese am Ende der Akklimatisierungsphase. Die Uberexpression von RbfA verkiirzt die
Dauer der Adaptation im Vergleich zum Wildtyp E. coli. Studien zeigen, dass RbfA an der
Initiation der Translation und an der Ribosombiogenese eine Rolle spielt (Moll, 2002).

CsdA (frither DeaD), ein Protein der RNA-Helikasenfamilie, wird mit den 30S, 50S und 70S
Ribosomenuntereinheiten assoziiert und entwindet ATP-abhiingig die Sekundirstrukturen. Es
wurde urspriinglich als Mehrfachkopien-Supressor der temperatursensitiven Mutation im Gen
fiir das S2 ribosomale Protein rpsB isoliert (Toone, 1991). Bei nichtpermissiver Temperatur
kann die Mutante kein S2 und anschliefend kein (in E. coli essentielles) S1 Protein rekrutie-
ren, und die Uberexpression von CsdA bringt die beiden Proteine zuriick. Somit ist CsdA wie
auch RbfA an der Biogenese der Ribosomen bei E. coli beteiligt. In B. subtilis wurde auch
eine erhohte Menge von mRNA dieser Proteine nach dem Kilteschock nachgewiesen (Becke-
ring, 2002, Kaan, 2002), was darauf schlielen lédsst, dass dieser Mechanismus nicht nur E.
coli spezifisch ist.

Die meisten Arbeiten vermuten die passive Inaktivierung der Ribosomfunktion, aber man
kann nicht ausschlieSen, dass die Zelle aktiv die Translation blockiert. Bei E. coli wurde zum
Beispiel ein kilteinduziertes pY Protein (kodiert durch yfiA Gen) identifiziert, welches sich in
dem 70S Ribosom zwischen die 30S und 50S Untereinheit setzt und die Translation durch
Blockieren der Bindung der Aminoacyl-tRNA an der A-Site inhibiert (Agafonov, 1999
PNAS). Dieses Protein verschwindet zum Ende der Anpassungsphase parallel zur Wiederauf-
nahme des Wachstums und dhnelt damit den Csp Proteinen.

70S Ribosomen konnen bei Kilte ziemlich effektiv die so genannten Leaderless-mRNAs
translatieren, die keinen 5’- Bereich und keine Shein-Dalgarno Sequenz beinhalten. Bei nor-
maler Temperatur ist die Effizienz der Translation von diesen viel geringer, als von den kano-

nischen mRNAs, bei niedriger Temperatur werden sie dagegen relativ effektiver translatiert.
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Die effektive Translation von dieser mRNAs unter der Blockade von der Initiation der Trans-
lation (z.B. durch Kasugamycin) bringt sie den CSPs néher. In Gegenwart von erhohten Men-
gen von dem IF2 Initiationsfaktor, wie es bei E. coli nach dem Kilteschock der Fall ist (Jones,
1987) oder bei reduzierten Aktivititen von dem S1 Protein oder IF3, wird diese Klasse der
mRNAs verstidrkt translatiert. Man kann vermuten, dass bei Kilte die Leaderless-mRNA der
ungewohnlichen Gene, die bei der Genomanalyse unentdeckt bleiben, translatiert wird und

eine wichtige Rolle bei der Kilteadaptation spielt.

1.2.3 Aufnahme von Osmolyten in die Zelle

Die Erhohung der intrazelluldren Konzentration von Osmolyten in der Zelle ist ein bekannter
Mechanismus der Adaptation an den osmotischen Schock. Als Osmolyten dienen die nieder-
molekularen Stoffe wie Polyole, Polyamine, Zucker, Aminosédure und ihre Derivate. Obwohl
ihre genaue Funktion unbekannt bleibt, wird eine Funktion als ,,chemische Chaperone* fiir
diese Stoffe vermutet. Sie stabilisieren die Proteine und vermeiden damit die Denaturierung
und Aggregation oder neutralisieren die Radikale. Die Bakterien haben zwei Moglichkeiten,
die Konzentration der Osmolyten in der Zelle zu erhohen: Entweder durch de novo -Synthese
oder durch Aufnahme aus der Umgebung.

Am Beispiel von einigen Bakterienspezies wurde gezeigt, dass der Transport von Osmolyten
in die Zelle auch beim Uberleben des Kilteschocks eine wichtige Rolle spielt (Kandror,
2002). Die Ahnlichkeit des Kilteschocks und des osmotischen Schocks liegt in der Anderung
der Wasserverhiltnisse und Loslichkeit der 16slichen Substanzen. Die Osmolyten erhéhen die
Viskositit und senken den Gefrierpunkt des Zytoplasmas und vermindern die Diffusionsraten
der 16slichen Komponenten. In E. coli fiihrt die Senkung der Temperatur von 37°C auf 16°C
zur Akkumulation des Disaccharids Trehalose, das von den Proteinen des otsAB Operon syn-
thetisiert wird. Die mRNA dieses Operons wurde in der Zelle auf erhohtem Niveau nachge-
wiesen. Die AotsA Mutante war bei 16°C unauffillig, wies aber bei 4°C einen erheblichen
Wachstumsdefekt auf. Die Backhefe aktiviert einen @hnlichen Mechanismus der Trehalose-
biosynthese als Antwort auf Hitze- und Kiltestress (Sola-Penna, 1997).

Andere Bakterien, wie zum Beispiel, L. monocytogenes, nehmen die Osmolyten von der Um-
gebung auf. Dabei werden Glycin, Betain und Carnitin in die Zelle unter Verwendung der

Energie von ATP-Hydrolyse oder Phosphorylierung transportiert. In Corynebacterium gluta-
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micum wurde der Glycin-Betain Transporter BetP als das einzige von den vier vorhandenen
Osmolytaufnahmesystemen spezifisch als Antwort auf Kiltestress induziert (Ozcan, 2005)
Ahnliche Transportsysteme existieren in vielen Bakterienspezies und sind moglicherweise

auch bei der Adaptation der anderen Bakterienspezies an die Kilte beteiligt.

1.2.4 Aufrechterhaltung der Fluiditiit der Membranlipide

Die Zellmembran ist die duBerste Grenze der Zelle und tragt wichtige Funktionen, wie For-
merhaltung, Transport, Atmung und Signalaufnahme, die durch die verédnderte Fluiditéit der
Lipide nach der Temperatursenkung beeintrichtigt werden. Das optimale Fliessvermogen der
Membran ist fiir die Beweglichkeit von eingebetteten Proteinmolekiilen und damit fiir die
effektive Funktion der Proteinkomplexe notwendig. Um den Schmelzpunkt der Lipide zu
senken, bauen die Bakterien Spezies-abhédngig Fettsduren mit niedrigerem Schmelzpunkt in
die Lipide ein. Drei allgemeine Strategien existieren, um der Verhirtung der Membran entge-
genzuwirken: Verkiirzung der Acylkette, Verzweigung der Kette und Einfithrung von cis-
Doppelbindungen. Sie alle fithren zur Abschwichung der Van-der-Waals-Interaktionen zwi-
schen den benachbarten Lipidmolekiilen. Die Verkiirzung der Kette und die Methyl-
Verzweigung sind streng von der de novo Synthese abhingig. Dagegen konnen die Doppel-
bindungen anaerob wéhrend der Synthese eingefiihrt werden, wie es fiir E. coli (Suutari,
1994) und S. pneumoniae (Marrakchi, 2002) demonstriert wurde, oder bei der aeroben Modi-
fizierung durch das Enzym Desaturase entstehen. Diesen Weg nutzen Cyanobakterien (Los,
1999) und Bacilli (Los, 1998). E. coli hat die einfachste Zusammensetzung der Lipid-
Doppelschicht, die in der Natur gefunden wurde. Die Membran von E. coli besteht aus einer
gesittigten Palmitinsdure (Hexadekansdure) und zwei ungesittigten Sduren: Palmitoleinsidure
(cis 9-Hexadekaensidure) und Vaccensdure (cis 11-Oktadekaensdure). Die Senkung der Tem-
peratur fithrt zur Erhohung des Gehalts an Vaccensidure und zur Minderung des Gehalts an
Palmitinsdure in den Membranlipiden (Marr, 1962). E. coli besitzt drei Enzyme, die fiir die
Synthese der Fettsduren zustindig sind und welche von den Genen fabA, fabB und fabF ko-
diert werden. FabA ist die B-Hydroxydecanoiltransferase, das Schliisselenzym der anaeroben
Synthese der Fettsduren, das die cis-Doppelbindung ins 10-Kohlenstoffintermediat einfiihrt.
Dieses Zwischenprodukt wird dann durch die Ketoacylcarrier-Protein-Synthasen FabB und

FabF in jedem Schritt um eine zwei-Kohlenstoffeinheit verldngert, bis die Kette 12, 14, 16
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oder 18 Kohlenstoffatome hat. Bei niedriger Temperatur wird cis-Vaccensdure in héheren
Mengen produziert, als bei 37°C. Das liegt an der Reaktivitit zu den Substraten der -
Ketoacyl-ACP Synthase FabF, die Palmitoleinsidure zu Vaccensédure konvertiert und bei 25°C
hohere Aktivitit aufweist und damit als Kontrollmechanismus der Temperaturanpassung der
Zytoplasmamembran bei E. coli dient.

Uber die Anpassung der #uBeren Membran der gram-negativen Bakterien gibt es nur wenige
Daten. Die Hauptkomponente des Lipopolysaccharid ist Lipid A, das als Triger fiir die Ver-
ankerung des immunologisch bedeutsamen O-Antigen Polysaccharids dient. Fiir E. coli und
Salmonella wurde gezeigt, dass die de novo Synthese des Lipids A unter Kilteschock verén-
dert wird. Nach dem Kilteschock wird die Palmitoleil-ACP-abhingige Acyltransferase LpxP
indiziert, und ihre Aktivitit ersetzt den LpxL-abhéngigen Einbau von Laurat durch den Ein-
bau von ungesittigtem Palmitoleat, das eine wesentlich niedrigere Schmelztemperatur hat
(Carty, 1999). LpxP ist das erste Protein, fiir welches eine anpassende Funktion an der Zell-
oberfliche von E. coli berichtet wurde (Vorachek-Warren, 2002). Aulerdem wurden die Ho-
mologe des [pxP Gens in den gram-negativen Bakterien wie Klebsiella pneumoniae und Sal-
monella enterica identifiziert, die ldngere Zeit in der Aullenwelt iiberleben miissten. Diese
fehlen bei den pathogenen Arten, die direkt von Wirt zu Wirt tibertragen werden.

Die Diffusionsrate fiir viele Stoffe ist bei niedriger Temperatur auch verdndert. In diesem Zu-
sammenhang ist es interessant, dass die Porine (Proteine von den Diffusionsporen auf der
AuBenmembran der E. coli) OmpF und OmpC auch temperaturreguliert werden. Die Anzahl
der Poren bleibt konstant, aber das groflere Poren bildende Protein OmpF wird stérker expre-
miert, wihrend die Synthese von OmpC inhibiert wird, was die beeintriachtigte Diffusion aus-
gleichen soll (Lundrigan, 1984).

Manche antarktische marine psychrophile Bakterien sowie die Cyanobakterien wie Synecho-
cystis sp. PCC6803 enthalten mehrfach ungesittigte Fettsduren in den Lipiden ihrer Zellmem-
bran. Die Einfithrung von mehr als zwei Doppelbindungen in die Acylkette hat nur minimalen
Einfluss auf die Schmelztemperatur des Lipids, aber dieses beeinflusst die Verpackung der
Lipide und verhindert die Bildung von Nicht-Doppelschicht-Strukturen in der Membran. Die
mehrfach ungesittigten Fettsduren scheinen fiir die richtige Funktion der Photosynthesema-

schinerie wichtig zu sein (Tasaka, 1996) Fiir die Synthese der Lipide mit mehrfach ungesit-
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tigten Fettsiduren besitzt Synechocystis sp. PCC6803 vier Desaturasen, die nacheinander je
eine Doppelbindung in ihre Substratlipide positions-spezifisch einfiihren (Los, 1999).

Die gram-positiven Bakterien besitzen alternative Mdoglichkeiten, die optimale Fluiditit der
Membran aufrechtzuerhalten, weil sie im Gegensatz zu E. coli mehr iso- und anteiso-
verzweigten Fettsduren enthalten.

B. subtilis hat zwei Moglichkeiten, das Fliessvermogen der Membran nach dem Kaélteschock
wiederherzustellen: Erhohung der Proportion von anteiso-verzweigten C-15-C17 Fettsduren
durch de novo Synthese (Klein, 1999) oder Entsittigung der vorhandenen gesittigten Fettsdu-
ren mit Hilfe der Desaturase. Die Lipide mit anteiso-verzweigten Fettsduren haben einen
niedrigeren Schmelzpunkt als die mit den iso-verzweigten Formen. Wenn die ungesittigten
Fettsdauren neu synthetisiert werden, dienen die aus den Aminoséduren Isoleucin, Leucin und
Valin gewonnene o-keto-Sduren als Primer. Dabei ist Isoleucin ein Vorldufer der anteiso-
verzweigten Fettsdauren, und Leucin und Valin der iso-verzweigten (Kaneda, 1962).

Der Vergleich von Transkriptomanalysen bei B. subtilis nach dem Kilteschock zeigte signifi-
kante stammspezifische Unterschiede in den Mechanismen der Anpassung der Membranfluidi-
tat an die Kilte. Der Stamm B. subtilis Marburg 168 induzierte das bkd Operon, das die Gene
fiir den Abbau der nicht-polaren Aminosduren und den Einschluss von Isoleucin in die Lipid-
biosynthese kodiert (Kaan, 2002). Im Stamm B. subtilis IN642 war dieses Operon runterregu-
liert (Beckering, 2002). Das stimmt mit den fritheren Ergebnissen iiberein, die zeigten, dass die
Kélteanpassung durch Synthese von anteiso-verzweigten Fettsduren ohne exogene Isoleucin-
quellen beeintrachtigt ist (Klein, 1999, Weber, 2001). Dafiir wurde in diesem Stamm das desKR
Operon verstirkt transkribiert, das ein Zweikomponentensystem fiir die Regulation der Fettsdu-
re-Desaturase desA kodiert. Es wurde vermutet, dass das desRK Zweikomponentensystem als
ein allgemeiner Termosensor in B. subtilis funktioniert, aber nihere Untersuchungen zeigten,
dass seine regulatorische Aktivitét sich nur auf die desA Desaturase bezieht (Beckering, 2002 ).
DesA ist die einzige Desaturase, die fiir die Doppelbindungen bei der Synthese aller Arten der
ungesittigten Fettsduren in B. subtilis zustindig ist (Weber, 2001). Sie fiihrt cis Doppelbin-
dungen an der A5 Position verschiedener gesittigten Fettsduren direkt an der Membran ein,
was den B. subtilis - Zellen eine schnelle Veridnderung der vorhandenen Lipide ermdglicht.
Nach dem Kilteschock fiihrt die Induktion auf der Transkriptionsebene und nicht die mRNA

Stabilisierung des desA Gens zur Anreicherung des desA Transkripts (Aguilar, 1999). Die
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anteiso-verzweigten Fettsduren haben fiir die Kilteadaptation der Zellmembran eine ver-
gleichbare Bedeutung wie die ungesittigten Fettsduren, und diese zwei Mechanismen konnen
sich kompensieren. Das ist durch die Experimente bestitigt, wo eine AdesA Mutante zwar im
reichhaltigen Medium unverdndertes Wachstum bei Kilte aufwies, dagegen aber in Abwesen-
heit der externen Isoleucinquellen im Wachstum stark beeintridchtigt war (Aguilar, 1998, We-
ber, 2001)

DesA unterliegt der strengen Kontrolle des desKR Zweikomponentensystems. DesK (yocF)
kodiert das Protein mit vier transmembranen Segmenten, die eine Sensordoméne bilden, und
einem langen C-terminalen Schwanz, der einen Histidinrest trdgt, der autophosphoryliert wer-
den kann. Die C-terminale Kinasedomine untergeht der Autophosphorylierung und dient da-
nach als Phosphat-Donor fiir das Effektor-Protein DesR, das in der phosphorylierten Form an
der DNA in Positionen -28 bis -77 vor desA bindet. Damit ist das DesR Protein ein direkter
Transkriptionsaktivator fiir desA.

Das oben beschriebene System der Desaturierung der Fettsduren ist nicht nur fiir Bacillus
spezifisch. Im Cyanobakterium Synechocystis (Suzuki, 2000, Suzuki, 2001) wurde eine ande-
re Histidinkinase Hik33 beschrieben, die aber in Kontrast zu DesK nicht nur die Desaturase
desD, sondern auch 17 andere kilteinduzierte Gene reguliert und als globaler Kiltesensor
angesehen wird (Inaba, 2003). In anderen Studien mit Cyanobakterien wurde gezeigt, dass
das verdnderte Fliessvermogen der Zellmembran als Kaéltesensor bei Bakterien dient. Eine
kiinstlich durch Pb-Ionen hervorgerufene Verhirtung der Membran fiihrte auch zur Expressi-

on des desA Gens, das die A12 Desaturase kodiert.

1.2.5 Verinderungen im allgemeinen Metabolismus

Obwohl die Kilteschockantwort in letzter Zeit ziemlich intensiv untersucht wurde, gibt es
nicht viel Information iiber den Zellmetabolismus nach der Senkung der Temperatur. Es gibt
keine Untersuchungen zu der Energieladung der Zelle, die durch das Verhiltnis ATP/ADP
oder den GTP Gehalt abgeschitzt werden kann. Beide Parameter dienen als metabolische Si-
gnale fiir die Regulation und Modulation der Gene. Es ist aber offensichtlich, dass mit der
Verinderung der Diffusionsraten und Konformationsidnderungen der Zellstrukturen komplexe

Netzwerke umorganisiert werden.
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Unter optimalen Bedingungen sind die Bakterien auf schnelle Zellteilung programmiert und
enthalten entsprechende Mengen an Enzymen, Nihrstoffen und Metabolyten, um diese Funk-
tion zu erfiillen. Die Temperatursenkung fiihrt zu der Verzogerung der Reaktionsraten nach
der Arrhenius Gleichung, und das bringt die Zelle nach dem Kilteschock in die Situation des
Metabolyteniiberschusses. Bei E. coli Zellen wurde nach dem Kailteschock eine verminderte
Konzentration von (p)ppGpp demonstriert, das auf einen Uberschuss an geladenen tRNAs
iiber nichtgeladenen tRNAs deutet. (Mackow, 1983).

In Anlehnung an diese Tatsache wird die globale Repression der metabolytisch relevanten
Gene erwartet, begleitet von der selektiven Induktion der Gene fiir die Regulation der kriti-
schen Engpisse. Diese Vermutung wurde auch durch zwei Microarray-basierte Studien iiber
Kilteschock bei B. subtilis (Beckering, 2002, Kaan, 2002) und Proteomanalysen (Graumann,
1996, Mohavedi, 2002) bestitigt. Wihrend die Gene fiir Metabolismusprozesse wie Glykoly-
se, Zitronensidurezyklus und Biosynthese der Aminosduren, Nukleotide und Cofaktoren re-
premiert werden, werden die Gene von Proteinen induziert, die das Fliessvermogen der Mem-
bran wiederherstellen, den Transport, den Lipidmetabolismus und die Funktion der Translati-
onsmaschinerie gewdhrleisten. Eine Studie zur Kilteadaptation bei der Kisefermentation bei
Lactococcus lactis demonstrierte die Limitierung der Enzymaktivititen fiir die meisten Gly-
kolyseschritte, wihrend die Gene der alternativen metabolischen Wege, die von den Glykoly-
sezwischenprodukten abgeleitet werden, induziert waren (Raynaud, 2005).

Der allgemeine Stickstoffmetabolismus weist auch eine Temperaturabhingigkeit auf. Am
Beispiel von dem breiten Spektrum von Bakterien und Algen wurde eine unterschiedliche
Affinitédt zu anorganischen Stickstoffquellen bei unterschiedlichen Temperaturen demonstriert
(Reay, 1999). Nitrat und Ammonium sind die wichtigsten Stickstoffquellen in den meisten
natiirlichen Okosystemen. Ammonium wird auch bei niedrigeren Konzentrationen gegeniiber
Nitrat stark bevorzugt und inhibiert die Nitrataufnahme. Nitrat wird durch das aktive ATP-
anhédngige Transportsystem aufgenommen, Ammonium dagegen kann auch frei durch die
Zellmembrann diffundieren, und eine passive Aufnahme triagt zu der Stickstoffversorgung
bei. Der aktive Transport von Néihrstoffen, in diesem Fall Nitrat, kann durch die niedrige
Temperatur beeintrichtigt werden, indem entweder die Konformation der Trigerproteine ver-

dndert wird, welches die Interaktion mit den anderen Membranproteinen verhindert, oder die
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Substratzufuhr zu den Transportproteinen vermindert. Die passive Aufnahme von Ammonium

wird durch die niedrige Temperatur weniger beeinflusst.

1.2.6 Ubersicht iiber Listeria monocytogenes

Der Genus Listeria ist eine Gruppe von gram-positiven nicht sporulierenden Bakterien mit
niedrigem GC-Gehalt. Taxonomisch ist die Gattung Listeria den Genera Bacillus, Clostridi-
um, Enterococcus, Streptococcus und Staphylococcus nah verwandt. Morphologisch sind sie
Stiabchen ohne Kapsel, die bei Temperaturen unter 25-30°C durch peritrich angeordnete Flag-
ellen beweglich sind (Collins, 1991). In der Natur werden sie aus mehren Habitaten isoliert,
wie z.B. Boden, Gewisser und verfaulendem Pflanzenmaterial, wo sie als Saprophyten leben.
Aus Meeresfriichten, Milch- und Fleischprodukten und asymptomatischen humanen Trigern
und Tieren konnten auch einige Listeria Stimme isoliert werden (Seeliger, 1970). Listeria
konnen im pH Bereich von 4,5 bis 9, bei Salzkonzentrationen bis 10% NaCl und bei Tempe-
raturen zwischen 0 und 45°C wachsen (Duffi, 1994).

Der Genus Listeria besteht aus 6 Spezies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L.
ivanovii, L. seeligeri und L. grayi. Nur zwei von diesen, L. monocytogenes and L. ivanovii,
sind pathogen. L. ivanovii steht fast nur in Verbindung mit Infektionen bei Tieren, und L. mo-
nocytogenes kann schwere Erkrankungen bei Tier und Mensch verursachen. Bei den Tieren
ist L. monocytogenes hauptsichlich mit neurologischen und reproduktiven Erkrankungen as-
soziiert (Czuprynski, 2005) Beim Mensch tritt Listeriose in Form von Gastroenteritis, Menin-
goenzephalitis, Septikdmie, Frithgeburten und préinatalen Infektionen auf (Vazquez-Boland,
2001). Mit 2 bis 10 Fillen pro einer Million Einwohner ist Listeriose beim Menschen in Eu-
ropa nicht so héufig vertreten. Trotzdem ist sie fiir die hochste Rate der Krankenhauseinwei-
sungen (bis 91%) unter den Lebensmittel-verursachten Erkrankungen verantwortlich und ver-
ursacht sowohl Einzelfallerkrankungen, als auch Ausbriiche (Jimmi et al, 2006). Sie ist durch
eine hohe Mortalititsrate von 20-30 % bei den Personen gekennzeichnet, bei den sich die In-
fektion entwickelt (Mead, 1999). Dieses macht Listeriose zu einer gefidhrlichen Erkrankung.
Listeriose ist iiberwiegend eine Lebensmittelinfektion und 99 % der Fille entstehen durch
Verzehr kontaminierter Lebensmittel (Mead, 1999). Natiirliche Widerstandfahigkeit und All-
gegenwirtigkeit ermoglichen es L. monocytogenes an allen Stufen der Lebensmittelprodukti-

onskette einzutreten und sich auch wihrend der Bearbeitung und Lagerung zu vermehren. In
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den meisten Fillen ist rohes Fleisch wenig oder moderat kontaminiert, aber die Lebensmittel,
die mit den Erkrankungsausbriichen in Verbindung gestellt wurden, haben Kontaminationsle-
vel iiber 1000 KBE/g™". Bei der Massenproduktion, z.B. des Schweinefleisches, in den groBen
Fabriken ist das Kontaminationsrisiko durch Kreuzkontamination hoher, als in den individuel-
len Bauernhofen (Thevenot, 2006). Listeria wird aber iiberwiegend in Kise, Fleisch- und
Milchwaren nachgewiesen Desweiteren wurde gezeigt, dass Backwaren mit hoher Feuchtig-
keit auch gelegentlich mit Listeria kontaminiert sind (Smith, 2004).

Das Vorhandensein der Sequenzdaten erméglicht detaillierte Studien iiber die Anpassung der
Listerien an unterschiedliche Umweltfaktoren und den Virulenzmechanismus, durch z.B. die
Entwicklung von Ganzgenom-DNA-Arrays (Chattrejee, 2006). Es wurden bereits die voll-
stindigen Genomsequenzen von L. monocytogenes EGD-e (Serotyp 1/2a) (Glaser et al.,
2001), L. monocytogenes F2365 (Serotyp 4b) (Nelson, 2004), L. innocua CLIP 11262 (Sero-
typ 6a) (Glaser, 2001) und die inkomplette Genomsequenzen von L. monocytogenes F6854
(Serotyp 1/2a) und L. monocytogenes H7858 (Serotyp 161 4b) (Nelson, 2004) publiziert. Die
Sequenzierung der Genome der apathogenen L. welshimeri SLCC 5334 (Serotyp 6b), L. see-
ligeri SLCC 3954 (Serotyp 1/2b) und L. ivanovii 164PAM 55 (Serotyp 5) wurde auch been-
det. Auf der Basis dieser Daten wurden Riickschliisse iiber Herkunft und Evolution der Pa-

thogenitit des Genus Listeria gezogen (Hain, 2006).

1.2.7 Virulenzfaktoren, Verbreitung, Infektion

Gesunde Erwachsene sind trotz dauernder Exposition mit L. monocytogenes recht selten von
Krankheitssymptomen betroffen. Die natiirliche Triagerrate betrigt ca. 30 % (Kampelmacher,
1969) Listeriose betrifft vor allem immunkomprimierte Personen, Kleinkinder, dltere Men-
schen, Krebskranke, Alkoholiker, sowie Schwangere (Gellin, 1989). Nachdem die Bakterien
die Blut-Hirnschranke iiberwunden haben, tritt Meningitis auf. Im weiteren Verlauf der zere-
bralen Infektion kann es zu einer Meningoenzephalitis kommen. Die massive Infektion kann
zu Sepsis (Blutvergiftung) fithren. Bei schweren Fillen der Listerien-Meningitis betrigt die
Letalitétsrate bis zu 30 %, bei Inkubationszeiten von wenigen Tagen bis zu einigen Wochen
(Schuchat, 1991). Bei Schwangeren wird durch die Ubertragung des Bakteriums iiber die Pla-
zenta-Schranke den Fotus geschidigt. Es kommt zur prinatalen Infektion (Granulomatosis

infantiseptica). Hierbei entwickeln sich in fast allen Gewebetypen und Organen des Fotus
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oder Neugeborenen multiple Abszesse und Granulome, so dass es durch die bakterielle Infek-
tion zu Fehl- und Totgeburten kommt.

L. monocytogenes wird hauptsidchlich durch Lebensmittel iibertragen und oral aufgenommen.
Nach oraler Aufnahme der Listerien in den Magen-Darm-Trakt vermehren sie sich vorzugs-
weise in den Peyer’schen-Plaques im Diinndarm (Pron, 1998; Jensen 1998) und treten da-
durch in den Wirtskorper ein. Der andere nicht weniger effektive Aufnahmemechanismus ist
durch die Intestinalvilli apikal (Karunasagar, 1994). Uber die M-Zellen der Peyer’schen-
Plaques konnen Listerien benachbarte Enterozyten (Mengaud, 1996) des Darmepithels inva-
dieren, oder iiber die Lymph- und Blutbahn extrazelluldr in andere Organe, wie Leber und
Milz, eindringen. In der Leber werden sie von den Kupfferschen Zellen, residenten Ma-
krophagen der Leber, aufgenommen und abgetotet (Lepay, 1985). Die noch iiberlebenden
Listerien dringen in Hepatozyten ein. Die Eliminierung der befallenen Hepatozyten erfolgt
durch Neutrophile (Rogers, 1993).

L. monocytogenes ist ein fakultativ intrazellulidres Bakterium und umgeht dadurch die humo-
rale Immunantwort des Wirtes. Das bietet im auch Schutz vor Antibiotika wihrend der Be-
handlung. Es kann sich in Phagozyten und nicht phagozytierenden Zellen vermehren (Vaz-
quez-Boland, 2001). Die Aufnahme in die eukariotische Zelle durch die membran-gebundene
Vakuole wird durch die Proteine InlA und InlB auf der Oberfliche des Bakteriums ausgelost
(Gaillard , 1991; Lecuit, 1997). Nach der Aufnahme in die Zelle wird die Lipidmembran
durch Aktivierung von zwei Enzymen (Hdamolysin LLO und Phospholipase PlcA) im niedri-
gen pH Milieu lysiert und die Listerien treten ins Cytosol aus, wo sie sich vermehren. Das
ActA Protein dient der intra- und interzelluliren Bewegung der Bakterien. Dieses geschieht
durch Bildung eines Aktinschweifes und Invasion in die Nachbarzellen, wobei die doppelte
Membran mit Hilfe von LLO und Phospholipase C (PlcB) lysiert wird und die Bakterien auf
diese Art die Nachbarzelle infizieren.

Die Virulenzfaktoren sind bei L. monocytogenes in getrennte Cluster organisiert. Das Interna-
lin-Lokus exprimiert die Proteine InlA und InlB, die an Adhésion und Internalisation des Er-
regers beteiligt sind (Lingnau 1991) Diese Proteine gewihrleisten den Tropismus zu den spe-
zifischen Wirtszellen durch Bindung von InlA an humanem E-Cadherin und InlB an dem Re-
zeptor fir den Komplement-Faktor Cl1q (gC1g-R), den Rezeptor fiir den Hepatozytenwach-
stumsfaktor (c-Met) und Glykosaminoglykanen (Pizarro-Cerda 2004).
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Das zweite Cluster wurde frither als VGC (,,virulence gene cluster*) bezeichnet und beinhaltet
die Gene prfA, plcA, hly, actA, und plcB, die intrazellulires Uberleben erméglichen. Dazu
gehoren auch drei offene Leseraster orf X,Y,Z deren genaue Funktion unbekannt ist. Es befin-
det sich auf dem Chromosom von L. monocytogenes zwischen prs und ldh und wurde spiter
in LIPI-1 umbenannt (,,Listeria pathogenicity island*) (Vazques-Borland et al., 2001). Dieser
Lokus wurde bei der humanpathogenen Spezies L. monocytogenes und bei dem tierpathoge-
nen L. ivanovii identifiziert und ist bei den apathogenen Spezies mit Ausnahme von L. seeli-
geri abwesend (Gouin 1994, Leimeister-Wachter 1989, Haas 1992). Bei L. seeligeri tragt es
allerdings eine Insertion zwischen den prfA und plcA Genen in Form von einem OREF in der
entgegengesetzten Orientierung, welches die positive Autoregulation der Gene zerstort, die
fiir die Regulation der prfA-abhingigen Virulenzgene notwendig ist (Karunasagar, 1997). Das
22 kb grofle Virulenzcluster LIPI-2 ist nur fiir L. ivanovii spezifisch und enthdlt Gene von
Internalinen und SmcL (Sphingomielase) (Dominquez-Bernal, 2006). Es spielt wichtige Rolle
in der Pathogenitit und Wirtsspezifitit von L. ivanovii.

Der ,,Positive regulatory factor A*“ PrfA ist der Regulator, der die Expression der Pathogeni-
titsfaktoren reguliert und fiir intrazelluldres Uberleben essentiell ist (Leimeister-Wichter,
1990). Unter seiner Kontrolle stehen Gene des Virulenzgenclusters, inlA, inlB, inlC, und des
Hexosephosphattransporters uhpT. Die Microarray-Analyse der Deletionsmutante AprfA hat
insgesamt 73 Gene gezeigt, die in der Mutante anders reguliert wurden (Milohanic, 2003).
PlcA (kodiert die Phosphatidilinositol- spezifische Phospholipase) und AlyA (kodiert das po-
renbildende Toxin Listeriolysin) ermdglichen den Bakterien das Entkommen aus der Vakuo-
le. AnschlieBend vermehren sich die Bakterien im Zytosol. Das Oberfldchenprotein ActA
gewihrleistet die Aktin-basierte intrazelluldre Bewegung und Verbreitung in die Nachbarzelle
durch die Bildung eines Aktinschweifs beim Kontakt mit der Zellmembran.

Es wurde gezeigt, dass die Virulenzfaktoren nur wihrend der Infektion in einem Wirt expri-
miert werden. Es wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen, wie das Bakterium seine Lage
innerhalb oder auBBerhalb des Wirtes erkennt. Das am besten untersuchte Model ist die Erken-
nung der Aufentemperatur durch Bildung der alternativen Sekundérstrukturen in der nicht-
translatierten Region (UTR) der mRNA des PrfA Regulators (Johansson, 2001). Bei 30°C

wird eine Sekundirstruktur gebildet, die die Ribosombindungsstelle verdeckt und damit die
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Translation von PrfA verhindert. Bei 37°C dagegen wird die Sekundérstruktur gedffnet und

fiir das Ribosom zuginglich gemacht.

1.3 Bekannte Mechanismen der Kilteadaptation bei L. monocytogenes

L. monocytogenes steht schon lange im Fokus des Interesses der Lebensmittelindustrie, weil
die Kontaminationen zu erheblichen Schiden fithren. Der Nachweis von L. monocytogenes ist
einer der hdufigsten mikrobiologischen Griinde fiir Riickrufe von Fleisch-, Fisch- und Milch-
waren. Zu den klassischen Konservierungsmethoden in der Lebensmittelindustrie gehoren
Kiihlung, Einfrieren, Behandlung mit hohen Temperaturen, Trocknen, Konservierung mit der
Zugabe von Salz und Anderung des pH-Wertes. Sie dienen alle dazu, die Vermehrung der
Mikroorganismen zu hemmen. Es wird versucht, sanfte Konservierungsmethoden zu verwen-
den, damit die urspriingliche Eigenschaften der Produkte unverindert bleiben. Eine der mo-
dernen Konservierungsmethoden ist die Behandlung mit hohem Druck, der das Wachstum der
Bakterien hemmt und den Geschmack, Vitamingehalt des Produktes und die Nahrstoffe weit-
gehend unverindert ldasst (Wemekamp-Kamhius, 2002). In den meisten Fillen werden ver-
schiedene technologische Ansitze kombiniert, was dazu fiihrt, dass die eventuell im Produkt
vorhandenen Mikroorganismen gleichzeitig mehreren Stressarten wie hohe Osmolaritit, nied-
riger pH-Wert, mangelnde Sauerstoffzufuhr und Dehydrierung ausgesetzt werden. Dabei ist
es von besonderer Bedeutung zu untersuchen, ob die Adaptationsantwort auf einen Stress die
Anfilligkeit zu den anderen Stressarten nicht verdndert. Die Kiihlung ist bei fast allen Kon-
servierungsprozessen iiblich. Die Féahigkeit der Mikroorganismen, sich bei Kiihlschranktem-
peraturen zu vermehren, erhoht das Risiko der Kontamination bei ldngerer Lagerung. L. mo-
nocytogenes ist kein sporenbildendes Bakterium und hat damit keine Moglichkeit, die Stress-
situation passiv zu iiberleben. Es wurden Studien durchgefiihrt, die einige Mechanismen der
Kilteadaptation entschliisseln. Der aktuelle Stand auf diesem Gebiet wurde im Review von

Tasara und Stephan (2006) dargestellt.

1.3.1 Die Erhaltung des richtigen Fliessvermogens

Die Erhaltung des richtigen Fliessvermdgens der Membran funktioniert bei Listeria durch
Anpassung des Verhiltnisses der Lipide mit C;7:C;s —haltigen Fettsduren mit Erhohung des

Anteils der Cis-haltigen. Dieser Effekt wurde in mehreren Studien unter unterschiedlichen
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Bedingungen beobachtet (Puttmann, 1993, Jones, 1997). Annous et al., 1997 zeigten zusitz-
lich die verdnderte Verzweigung der Fettsduren von iso zu anteiso Varianten. Homologe des

desKR Systems wurden in der Kilteadaptation der Membranen nicht beteiligt.

1.3.2 Osmolytenaufnahme.

Die Aufnahme der Osmolyten ist ein weiterer Mechanismus der Kélteadaptation bei Bakteri-
en, der mit der Membran verbunden ist. L. monocytogenes hat keine Moglichkeit, die Osmo-
lyten selbststdndig zu synthetisieren, kann sie aber effektiv aus der Umgebung in die Zelle
transportieren. In ihrer natiirlichen Umwelt sind die Osmolyten in ausreichenden Mengen
vorhanden, z.B. L-Carnitin in Lebensmitteln von tierischer Herkunft und Glyzin-Betain in
pflanzlichen Lebensmitteln. So hat die Aufnahme zum Ziel, eine hohe intrazelluldre Konzen-
tration der Osmolyten zu erreichen und wird sowohl beim dauerhaften Wachstum bei niedri-
gen Temperaturen (Bayles, 2000, Ko, 1994, Smith 1996), als auch nach dem Kilteschock
aktiviert (Wemekamp-Kamphius, 2004, Angelidis, 2002, Mendum and Smith, 2002). Dykes
und Moorhead. (2001) haben gezeigt, dass die Listerien, die in Gegenwart von Glycin und L-
Carnitin und NaCl angeziichtet wurden, die Lagerung im Puffer bei 4°C iiber 4 Wochen bes-
ser iiberlebt haben, als die, die im Medium ohne Osmolyten angezogen wurden. Glycin betain
wird hauptsiichlich durch BetL Na*-Antiporter oder durch ATP-getriebenen GbuABC aufge-
nommen. Carnitin wird durch ATP-getriebenes OpuC in die Zelle transportiert. Bei der Kilte
spielt GbuABC Operon die entscheidende Rolle. Die Hierarchie unter den Aufnahmesyste-
men unter verschiedenen Bedingungen wurde von Wemekampf-Kamphius (2004) und Sleator
(2003) gezeigt.

Die andere wichtige Strategie zur Kilteadaptation bei Bakterien ist die Aufnahme von Di-
und Tripeptiden, die als Osmoprotektante wirken. Bei L. monocytogenes wurden zwei Syste-
me, die die Akkumulation der Oligopeptide gewihrleisten, entdeckt. Das erste ist dipT
(Imo0555) ein durch Proton-Kraft getriebenes System, welches die Akkumulation von Di-
und Tripeptiden durchfiihrt. Fiir dfpT wurde die Rolle bei der Adaptation an Salzstress und in
der Pathogenitit gezeigt (Wouters, 2005). Das zweite ist die Permease OppA, die zur Akku-
mulation der bis zu 8 Aminosiuren langen Oligopeptide fiihrt. Die Rolle von OppA in der
Kilteadaptation wurde zum ersten Mal von Borezee und Kollegen vermutet. Die hergestellte

Deletionsmutante von diesem Gen im Stamm L. monocytogenes 1.LO28 war unfihig, bei 5°C
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zu wachsen, obwohl der Wildtyp unter verwendeten Bedingungen nach 15 Tagen die stationa-
re Phase erreichte (Borezee, 2000). Northern Blot Studien haben eine erhohte Menge an
Transkript dieses Gens bei 5°C im Vergleich zu 37°C gezeigt. Das dominante Transkript bei
5°C war kiirzer, als bei 37°, was auf die Aktivierung eines zusitzlichen Promotors hinweist.
Die genaue Rolle der Oligopeptide bei der Kilteadaptation ist nicht bekannt, aber es werden
zwei Moglichkeiten diskutiert: Entweder aktivieren sie die anderen Signal-Transduktions-
Ketten, die zu Kilteadaptation fiihren, oder sie dienen als Substrate fiir die Hydrolyse zu A-

minosdurederivaten wie Prolin, die crioprotektive Eigenschaften besitzen.

1.3.3 Oberflichenproteine

Es wurde vermutet, dass auch einige andere Oberfldachenproteine nach dem Kalteschock oder
in der Kélteadaptation reguliert werden. Das Strukturprotein der Flagellen FlaA wird tempera-
turreguliert (Dons, 1992, Grundling, 2004). Die Motilitdt wurde bei anderen Bakterien mit
Biofilmbildung als Anpassungsstrategie angesehen, oder kann der Translokation in die Um-
gebung mit den giinstigeren Niahrstoffen dienen. In der Studie von Liu (2002) wurde die

mRNA des Fibronektinbindungsproteins Fbp hochreguliert.

1.3.4 Synthese der Kilteschockproteine

Die meisten Untersuchungen zur Kélteadaptation von L. monocytogenes wurden mit Hilfe
zweidimensionaler Gelelektrophorese durchgefiihrt und sie identifizierten nach dem Ver-
gleich der Proteomen vor und nach dem Kalteschock eine Gruppe der so genannten CSPs —
(,,cold shock proteins*) Kilteschockproteinen. Nicht nur die Gro8e, sondern auch die Anzahl
der CSPs variiert in verschiedenen Studien abhédngig von den Stdmmen, Bedingungen und
ausgewihlten Kriterien fiir CSPs. In der éltesten Studie von Phan-Thanh et al, 1995, wurden
insgesamt 38 Proteine nach dem Kilteschock von 30°C auf 10°C induziert, 63-65 Proteine
wurden repremiert. Ein 18 kDa groBes Peptid wurde nach Hitze- und Kilteschock induziert.
Auf der Basis dieser Studie identifizierten Hebraud und Guzzo (2000) dieses durch Sequen-
zierung des N-Terminus als ,.ferritin like protein* Flp. Dieses Protein wurde von anderen Ar-
beitsgruppen als Fri (dussurget, 2005), Dps (Polidoro, 2002) oder Frm (Mohamed, 2006) be-

zeichnet. Dieses Gen wurde auf der Transkriptionsebene nach beiden Hitze- und Kélteschocks
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stark induziert. Sein Homolog Dps in L. innocua bildet einen 240 kDa groen Komplex, der
anorganische Ione oxidiert und chelatiert, wobei aber in L. monocytogenes seine Funktion
nicht identifiziert wurde (Bozzi, 1997). Erhohte Expression des flp wurde auch bei konstan-
tem Wachstum bei niedriger Temperatur nachgewiesen (Liu, 2002) und hier wurde auch die
antioxidative Funktion bei der Kilteadaptation vermutet. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte
auch die Beteiligung von flp (fri, Dps-like protein) an der Adaptation an oxidative Bedingun-
gen und Eisen-Limitierung. In Méuse-Infektionsversuchen und in J774 Makrophagen hatte
die Deletionsmutante eine verminderte Uberlebensrate. Olsen (2005) und Mohamed (2006)
zeigten, dass dieses Protein ein Target fiir die humorale Immunantwort darstellt und die Dele-
tionsmutante einen Defekt wihrend der intrazellulidren Replikation hat.

Eine andere 2-D Elektrophorese Studie (Bayles, 2002) zur Kélteadaptation von L. monocyto-
genes ergab nur 16 Proteine, die nach dem Kaélteschock induziert werden. Bemerkenswert ist,
dass zwei Stamme geringe Unterschiede im Expressionsprofil hatten. Wihrend der Stamm
SLCS53 drei Spots (23.7, 22.0, 21.4 kDa) hatte, die im Proteinextrakt von 10430S nicht vor-
handen sind, fehlten ihm zwei Peptide (19.4 und 15.5 kDa), die bei 10430S induziert wurden.
Die meisten Studien zu Kilteschockproteinen sind auf die Familie der kleinen Proteine mit
dhnlicher Struktur konzentriert. Als Csps werden die kleinen Proteine bezeichnet, die die
,,cold shock domain‘ von dem eukariotischen Y-Box Protein tragen. Diese Proteine sind unter
den Mikroorganismen weit verbreitet und werden nicht nur unter Kélte expremiert.

L. monocytogenes triagt auch die Proteine der Csp-Familie. Bei dem Stamm LO28 wurden 4
Peptide nachgewiesen, die mit dem anti-Csp AntikOrper von B. subtilis reagieren. Sie alle
werden auch bei dem Wachstum bei 37°C exprimiert, aber Kiltestress von 37°C auf 10°C
verstirkt deutlich die Expression der Peptide Cspl und Csp3 (Wemekamp-Kamphius 2002
AEM). Die maximale Expression dieser Peptide wurde in kilteadaptierten Zellen nach 20
Stunden beobachtet. Interessant ist auch, dass auch wie bei E. coli das CspA Protein, der hy-
drostatische Druck-Stress die Induktion dieser Proteine ausloste. Die Induktion der Csp-
Proteine durch Druck-Stress wurde auch im Stamm L. monocytogenes EGD-e bestitigt (We-
mekamp-Kamphius 2004 AEM). Zusitzlich hat die Vorbehandlung mit Kélteschock die Bak-
terienzellen vor Gefrier-Stress und hydrostatischem Druck-Stress teilweise geschiitzt. Der

sequenzierte Stamm L. monocytogenes EGD-e trigt drei Homologe des B. subtilis CspB Pro-
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teins: CspL (Imo1364), CspB (Imo2016), CspD (Imol1879) (Genbank). Die genaue Funktion
der Csp-Proteine in L. monocytogenes bleibt unbekannt.

Auch wenn bei B. subtilis und E. coli fiir Ribosomen schon seit langem eine Termosensor-
Funktion vermutet wurde und die Auswirkung des Kilteschocks auf die Proteinsynthese un-
tersucht wurde, gibt es nur eine Arbeit, wo die Veridnderung der Ribosomen nach dem Kilte-
schock bei L. monocytogenes beschrieben wurde (Bayles et al, 2000AEM). Mit Hilfe der dif-
ferenziellen skanierenden Kaloriemetrie wurde gezeigt, dass bei den Kilte-geschockten Ribo-
somen die maximale Denaturierungstemperatur und damit auch die Termostabilitét sinken.
Die Beteiligung von den globalen Regulatoren an der Kilteschockantwort wurde bei L. Mo-
nocytogenes nicht besonders umfangreich untersucht. Moorhead et al (2004) haben gezeigt,
dass die A sigB Mutante eine schlechtere Uberlebensrate im Puffer und auf Rindfleisch bei
4°C als der Wildtyp hat, und haben daraus den Schluss gezogen, dass sigB bei L. monocyto-
genes zur Kilteadaptation beitridgt. Ein anderes indirektes Indiz darauf ist die sigB-abhingige
Regulation der Osmolytenaufnahme durch opuC und damit auch die Rolle in der Kilteadapta-
tion (Becker, 2000) Fiir betL, den Na+-getriebenen Glycin-Betain Transporter, wurden auch
¢” und 6"-abhiingige Promotoren vermutet.

Die in der Literatur vorhandenen Ergebnisse iiber die Kilteadaptation von L. monocytogenes
stammen iiberwiegend aus 2D-Protein-Elektrophorese oder SCOTT-Analyse oder Transkrip-
tionsanalyse einzelner Gene und geben durch die technischen Einschrinkungen einzelner Me-
thoden keinen Uberblick iiber die Antwort des gesamten Genoms auf die Temperatursenkung.
Microarray Studien iiber Kilteschock oder Kilteadaptation bei L. monocytogenes wurden

noch nicht durchgefiihrt.

1.4 Ziel der Arbeit

Um den genaueren Uberblick iiber Prozesse, die nach dem Kilteschock bei L. monocytogenes

in Gang gesetzt werden, zu verschaffen, werden in der vorliegenden Arbeit folgende Ziele

gesetzt:

1. Die Kilteschockantwort anhand von Transkriptomanalysen mit Hilfe der DNA Microar-
ray-Analyse bei L. monocytogenes zu identifizieren. Hoch- und runterregulierte Gene mit
dem signifikanten Faktor sollen identifiziert werden und ihr Expressionsprofil im Zeit-

verlauf nach dem Kilteschock festgestellt werden.
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2. Die Deletionsmutanten von einigen durch Kilteschock induzierten Genen herzustellen
und zu charakterisieren. Durch Wachstumsversuche und phinotypische Tests wird unter-
sucht, ob diese Gene wirklich bei der Kilteanpassung eine Rolle spielen.

Induzierte und reprimierte Gene von L. monocytogenes werden in der komparativen Analyse

mit den bekannten Untersuchungen von gram-positiven und gram-negativen Bakterien vergli-

chen und die Kilteschockantwort bei L. monocytogenes wird modelliert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bakterienstamme und Plasmide

Tabelle 1. Verwendete Stimme

Stamm Genotyp Herkunft
Escherichia coli
DH5a F, ©80dlacZAMI15, A(lacZY A-argF)Ul69, recAl, Invitrogen
endAl, hsdR17(r’, mg”), supEd4, N, thi-1,
gyrA, relAl
INVoF’ F’ endAl, recAl, hsdR17 (i, m™), supE44, X", thi-1 Invitrogen
gyrA, relAl, 080, lacZa AM15 A( lacZYA —argF),
deo R::
TOP10 F mcrA A (mrr-hsdRMS- mcrBC) ¢80 lacZAM15 A Invitrogen

lacX74 recAl araD139 A (ara-leu)7697 galU galK
rpsL endAl nupG

Listeria monocytogenes

EGD-e Serotyp 1/2a Glaser, 2001
EGD-e AcspLA Serotyp 1/2a E. Busch
EGD-e AflaR Serotyp 1/2a E. Busch

Tabelle 2. Rekombinante Stamme von Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a, die in dieser
Arbeit hergestellt wurden.

Genotyp Genname Plasmid
Almo0866 rhlA

Almo1246 rhiB

Almo1450 rhiC

Almol722 rhiD

Almo1067 bipA

Almo0443

Almo1298 glnR

Almol327 rbfA

Almol416
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Almol516 nrgA

Almol518

Almo2522

AcspLA pSOG30222+cspLA-Promoter

EGD-e WT pSOG30222+cspLA-Promoter

Almo0866 pSOG3022

Almo1450 pSOG3022

Almol722 pSOG3022

Almo0866 pSOG3022+Imo866

Almo1450 pSOG3022+Imol1450

Almol722 pSOG3022+Imo866

Almo0866Almol1722

Almo1246Almol722

Almo 1246 Almo 1450

Tabelle 3. Vektoren

Plasmid Eigenschaften Antibiotika- Herkunft/ Referenz

Resistenz

pAUL-A lacZa, MCS, ermC, pMB9- Em' Chakraborty et al.,
Origin, ori" aus pE194ts 1992

pSOG3022 Shuttle-Vektor E. coli - L. Em' S. Otten
monocytogenes

pS0OG30222 bgaB/cat- im pSOG3022 Em' S. Otten

pCR®2.1- lacZa, M13- und T7-Primer- Am', Km" Invitrogen

TOPQO® Bindungsstellen, MCS, Co-
IE1-Origin

pCR®-Blunt ccdB M13- und T7-Primer-  Km"Zeozin "™ Resi-  Invitrogen

Bindungsstellen, MCS, Co-
IE1-Origin

stenz
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Tabelle 4. Rekombinante Plasmide

Plasmid Eigenschaften Antibiotika- Herkunft/ Refe-
Resistenz renz

pAULA+A0866  Integrationsvektor mit den flankie- Em’ Diese Arbeit
renden Bereichen von [mo0866

pAULA+A1246  Integrationsvektor mit den flankie- Em’ Diese Arbeit
renden Bereichen von lmo1246

pAULA+A1450 Integrationsvektor mit den flankie- Em’ Diese Arbeit
renden Bereichen von Imo1450

pAULA+A1722  Integrationsvektor mit den flankie- Em' Diese Arbeit
renden Bereichen von lmo1722

pAULA+A1067  Integrationsvektor mit den flankie- Em’ Diese Arbeit
renden Bereichen von Imo1067

pAULA+A0443  Integrationsvektor mit den flankie- Em' Diese Arbeit
renden Bereichen von /mo0443

pAULA+A1416  Integrationsvektor mit den flankie- Em' Diese Arbeit
renden Bereichen von lmo1416

pAULA+A2522  Integrationsvektor mit den flankie- Em' Diese Arbeit
renden Bereichen von [mo02522

pAULA+A1516  Integrationsvektor mit den flankie- Em’ Diese Arbeit
renden Bereichen von lmo1516

pAULA+A1518  Integrationsvektor mit den flankie- Em' Diese Arbeit
renden Bereichen von /mo1518

pAULA+A1327  Integrationsvektor mit den flankie- Em’ Diese Arbeit
renden Bereichen von Imo1327

pSOG3022+ Shuttle-Vector mit Promotor und ko- Em" Diese Arbeit

Imo866-K dierender Sequenz von Imo0866

pSOG3022+ Shuttle-Vector mit Promotor und ko- Em’ Diese Arbeit

Imo1450-K dierender Sequenz von Imo1450

pSOG3022+ Shuttle-Vector mit Promotor und ko- Em’ Diese Arbeit

Imo1067-K dierender Sequenz von /mo1067

pSOG30222+ bgaB/cat in pSOG3022 unter Em' Diese Arbeit

cspLA-Promoter

cspLA-Promoter
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Tabelle 5. Oligonukleotide.

Oligonukleotid

Sequenz 5°-3’

2.1.1.1.1 Herstellung der Deletionsmutanten

M100

M101
0866-1-for(Sall)
0866-2 rev
0866-3-for
0866-4-rev(BamHI)
1246-1for
1246-2rev
1246-3for
1246-4rev
1298-1(Sacl)-for
1298-2-rev
1298-3-for
1298-4(Pstl)-rev
1327-1for
1327-2rev
1327-3for
1327-4rev
1450-1for
1450-2rev
1450-3for
1450-4-rev
1516(Sall)-1for
1516-2rev
1516-3for
1516(BamHI)-4rev
1722-1for
1722-2rev
1722-3for
1722-4rev
1067-1-for (Sall)
1067-2-rev
1067-3-for

GTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGACC
ATAgtcgacATTAGTGTGTTATGATGATAG
ATAATCTTATGTCATTTCTCCTTTACCTG
GAAATGACATAAGATTATTAGACAAATAG
ATAggatccGTTAATGTAAATGACTTATTGCAC
ATAgtcgacTAACTCATTTGCAGTATCTTGC
TTAAATTAGTCAGTCCTCATTTCCTCAT
GGACTGACTAATTTAAAGAAAAGAAGGTCCAAAC
ATAggatccGACGGATGCTGCCAGGTGAGA
AgagctcCATTTATACAAGGTGCGAGTTTG
CTTTTTAGACAATTCCCCCTCAA
ATTGTCTAAAAAGACAAGAAGAGGTATTTAC
ATActgcagAACCCAAGTATCTAAGTCTGG
ATAgtcgacAGACGATGTCATTGAAGCTTACG
TTTATTAGTGTATTCACCTCTTTTTATAACTTC
GAATACACTAATAAATAAAAGTTTAAGGCAGTC
ATAggatccGGAATCTGGGTAATCTTACCTG
ATAgtcgacCTTCTCGATTAGCGCCATCTAC
CTCACTTAAAAATATTTCCACTCCGTTCTATAC
ATATTTTTAAGTGAGGAATGAATTATGCTAAG
ATAggatccAGGGTGAAGTACGATTTGCTTGG
ATAgtcgacTGGAAAGTATGGAAGATGAAGAAGC
CTCCTTTAACTCAACTCTCCTTTTTGTTAGA
AGTTGAGTTAAAGGAGGCAACAATATGT
ATAggatccGGTAAACGCCATTTCTCATTGATTT
ATAgtcgacGGAGATGTCTTTTTCAGTAGGAC
CATCTTAAACCCGACTCCTTTATTAGTTC
CGGGTTTAAGATGCGTCGAATGTTTTTCTCTC
ATAggatccATCTTCCAAAAGCAGACTCTTGC
ATAgtcgacGACGTTGCTACTGGACGAG
TCGTTAATTATCTTGTTTCCTCCTAAATTA
AACAAGATAATTAACGAACAAAAGACC
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1067-4-rev(BamHI)
Del-0443 1for
Del-0443 2rev
Del-0443 3for
Del-0443 4rev
Del-1416 1for (Sall)
Del-1416 2rev
Del-1416 3for
Del-1416 4rev (Pstl)
Del-2522 1for (Sacl)
Del-2522 2rev
Del-2522 3for
Del-2522 4rev (Xbal)
cspL-Pr-for

cspL-Pr-rev

ATAggatccAGTGGTAGCTGCTTTATCATTGG
5-AATGCAAGGACCTGGTGGAG-3'
5-GCTTTAATTTCACACCTCTTTCATTG-3'
5-GTGTGAAATTAAAGCAGAACACG-3'
5-TCACGACTGCAACTGGTAGAT-3'
5'-ATgagctcATTAAGTAGATCATTCTTCG-3
5-TAAATCAGCTACCTGGCGTCCTCC-3'
5'-CAGGTAGCTGATTTAGCCTAGTC-3'
5'-ATctgcagTTCCTTGTTAGACAATCAAC-3'
5'-ATgagctcTTCCAATTTCAGTTACTTTGC-3'
5'-GAACGAATTAGTAATTATTTTCC-3'
5-ATAATTACTAATTCGTTCCATATG-3'
5'-ATtctagadCGAACTCCTTATCCGTGCGAG-3'
5’-ATagatctTCATAATTATCTAGTAATTTC-3’
5’-ATctgcagGTTCATGTTCCTCCTCGTGTG-3’

Herstellung der Komplementanten

1067-1KforBamHI
1067-4KrevXhol
1450-K-BamHI-for
1450-K-Xhol-rev
1722-K-BamHI-for
1722-K-Xhol-rev
866-K-BamHI-for
866-K-Xhol-rev

AAggatccAAAAATCGTGCCAAATCGGCTC
AActcgagGCGCTTCATATTACAATAGTG
ATAggatccTTCTCGATTAGCGCCATC
ATActcgagCTTAGCATAATTCATTCCTCAC
ATAggatccGTGTTCATTTTAATTTTATCCAG
ATActcgagATGGCATCCTCGCAACG
ATAggatccAACGCGTATTAGCTGTATGG
ATActcgagTCATAACTAGCACCACACTC

Sequenzierung der Komplementanten

866-K-seql-for
866-K-seq2-for
866-K-seq-rev
1722-K-seq-for
1722-K-seq-rev
RACE
1067-SP1
1067-SP2
1067-SP3
1246-SP1
1246-SP2
1246-SP3
1450-SP1
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TTCGGAGTTCGGACTGGAC
ATAGCCCAGAACTTATTCGTA
TGCAAATGCTTCGTCCCATG
GAAATTCAAAGCGCAATGTACC
CTTTTACTTTATCGTAATGCAG

TTCATGATACGTTCTACTTCTCC
GTGTATCCATGATGTTTACACG
CGCGGAATGTGCCTGACTG
TACATTCTGTCTTGACTTGC
GGAATAGCAAATGCTGCTG
GTGTTGCTTCTGTATATCCT
TTTGAGTAGCAAGCTCACGAC
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1450-SP2
1450-SP3
1722-SPIN
1722-SP2N
1722-SP3N
866-SP1
866-SP2
866-SP3
cspL-SP1
cspL-SP2
cspL-SP3

CGTAATAACCGCTTGTACTGC
ATTAGCTTCTGTTGTACTTCTG
CATTACTAATTCATGTGATGGCG
GTGATACTGCAAGTACATCTGC
TTCTGTTGGCGTTTCGTAACC
GCAAGTTCACGTGTTGGAGC
AAGCTTGTACGTTGTTACTC
TTTACCTTCTAATCCTAGTGG
AAGTTACTGCTTGACCTTCGTC
GGATAGCGCTGAAATGTACG
CTGCGTTAAACCATTTTACTGTAC

RT-PCR und Sonden fiir Northern Blot

LM00000272_3 (Imo0866)
LM00000272_5 (Imo0866)
LMO00001295_3-neu (Imo1246)
LMO00001295_5-neu(lmo1246)
L.M00000402_3(Imo1450)
LM00000402_5(Imo1450)
LMO00001562_3(Imo1722)
LMO00001562_5(Imo1722)
LM00000318_3(Imo1067)
LMO00000318_5(Imo1067)
LMO00002844_3(cspLA)
LMO00002844_5(cspLA)

GTGGGTTTTTCTTAAGTGAACG
ATTATTGCTCCAACACGTGAAC
ATATGGTCAAGTAGGCGAC
TTCCAACACGAGAACTTGC
TAGCAAGCTCACGACTTG
AAAGGTGAAAGTATCATTGGCC
GGTCACATTCATCCAAAGTA
AGGAGCCAATGTCAAACGT
CCTGCTAATGCTACTAAATCAC
ACAATGCACGTGGGACAAA
CTTTTTGAACGTTAGCTGCTTG
CGAAAACGGTGACGATGTATT

2.2 Chemikalien

Es wurden handelsiibliche Chemikalien der Firmen GE Healthcare, Roche, Merck, New Eng-
land Biolabs, Roth, Fermentas, Qiagen, Serva und Sigma-Aldrich eingesetzt.
Oligonukleotid-Synthesen wurden bei den Firmen Operon, Metabion und Sigma-Aldrich in
Auftrag gegeben.

Die Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs und Fermentas, Tag-
Polymerase von Invitrogen und Alkalische Phosphatase von Roche (Mannheim) bezogen.
Kits und Reagenzien fiir RNA-Arbeiten sind von Amersham, Roche Molecular Diagnostics

und Ambion.
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2.3 Nihrmedien, Medienzusiitze, Puffer und Losungen

E. coli-Stamme wurden in der Regel mit Luria-Bertani (LB)-Medium angezogen.
1% [w/V] Trypton 10
0,5% [w/v] Hefeextrakt 5¢g
0,5% [w/v] NaCl 5S¢
H,0 ad 1000 ml

Das fiir die Anzucht von L. monocytogenes verwendete Brain Heart Infusion (BHI)-Medium
enthielt 37 g Brain Heart Infusion Broth (Difco, Augsburg) in 11 H20.

Bei Herstellung fester Nihrmedien wurden dem LB- und BHI-Medium aullerdem 2% [w/V]
Agar (Sigma-Aldrich) hinzugefiigt.

Fiir die Herstellung der chemisch kompetenten E. coli Zellen (nach Inoue et al., 1990) wurde

die Kultur im SOB-Medium angezogen:

2% [wlv] Trypton 50¢g
0,5% [w/v] Hefeextrakt 1,25 g

10 mM NaCl 0,145 ¢
2,5 mM KCl 0,045 ¢
10 mM MgCI2-6 H,O 05¢g

10 mM MgSO4-7H,O  0,615¢g
H,O ad 250 ml

Das SOC-Medium, in welchem die E. coli-Zellen nach der Transformation zur anschliefen-
den Expression der Antibiotikaresistenz resuspendiert wurden, enthielt zusdtzlich zu den
Komponenten des SOB-Mediums noch 20 mM Glukose.

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen nach der von Chung et al. (1989)

beschriebener Methode wurde TSS-Medium verwendet:

10% [w/v] PEG 6000 10,0 g
5% [vIv] DMSO 5,0 ml
50 mM MgS0O4 2,5 ml (einer 2 M Stammlsg.)

LB-Medium ad 100 ml

2.3.1 Standardpuffer

1 x TE: 10 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA, pH 8,0
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10 x TBE:
10 x TBS:
10 x PBS:

CCMB 80:

108 g Tris; 55 g Borsdure; 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 ad 11 ddH,0O
0,2 M Tris; 1,37 M NaCl, pH 7,6
80 g NaCl; 2 g KCI; 7,6 g Na,HPO,4 x 2 H,0; 2 g KH,POy; ad 1 1 ddH,0,

pH 7,4 mit NaOH

80mM CaCl,-2H,0
20mM MnCl,-4H,0
10mM MgCl,-6H,0
10mM K- Acetat
10%][v/v] Glycerol
pH 6,4 mit 0,1 M HCI

10 x PCR-Puffer A:

5 x Auftragungspuffer (Agarose-Gelelektrophorese):

1 M Tris-HCI (pH 8,3)
1 M MgCl,

1 M KClI

10% [v/v] Tween 20
10 mg/ml Gelatine
H,0 ad 1000 pl

200 pl
20 ul
250 ul
50 ul
100 pl

TE —Puffer : 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

25% [w/v] Ficoll Typ 400

0,25% [w/v] Bromphenolblau

in TE 10.1-Puffer

1 mM EDTA

50 x TAE-Puffer:

242,3 g Tris

57,1 ml Eisessig (96% [v/v] Essigsdure)
100 m1 0,5 M EDTA [pH 8,0] H,O ad 1000 ml

Endkonz.:
200 mM
20 mM
250 mM
0,5% [v/v]
I mg/ml
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10 x PBS:

80 g NaCl

2 g KCl

6,1 g Na,HPO4

2 ¢ KH,PO4

H,0 ad 1000 ml
pH 7,4 mit NaOH

8 x Probenpuffer ( Laemli ):

100% [v/v] Glycerin

10% [w/v] SDS

B— Mercaptoethanol

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
Bromphenolblau

(2mg/ml in 0,1 M Tris-HCI [pH 7,5])
H,0

10 x SDS-Laufpuffer:

Polvacrylamid-Trenngel (12,5 %):

30,3 g Tris

144 g Glycin

10 g SDS

H,0 ad 1000 ml

32

4,0 ml
2,0 ml
800 ul
145 ul
350 pl

3,4 ml

Sammelgel (5,7 %):

S ml 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8)
8,4 ml Rotiphorese® Gel 30
0,2 ml 10% [w/v] SDS

10 ul TEMED

150 ul 10% [w/v] APS

6,25 ml H,O

2,5 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
1,9 ml Rotiphorese® Gel 30
0,1 ml 10% [w/v] SDS

3,5 ul TEMED

100 ul 10% [w/v] APS

5,4 ml H,O
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Coomassie-Firbelosung:

4 Tabl. Coomassieblue

10% [v/v] Eisessig (96% [v/v] Essigsdure)
50% [v/v] Methanol

H,0 ad 250 ml

Blitzentférber:
10% [v/v] Eisessig (96% [v/v] Essigsdure)
40% [v/v] Methanol
H,0 ad 1000 ml

10 x Blotpuffer (ohne Methanol):
58 g Tris
29 g Glycin
3,7 g SDS
H,0 ad 1000 ml

1 x Blotpuffer (mit Methanol):
50 ml 10 x Blotpuffer
150 ml Methanol
H,0 ad 500 ml

Ponceau-S-Rot- Firberlosung:

2 g Ponceau-S- Rot
30 g TCA
30 g S- Sulfoxsalicylsdure- 2 H20

1 x TBS mit Tween:
10 mM Tris- HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,05% Tween 20
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H,0 ad 1000 ml

1 x TBS ohne Tween:
10 mM Tris- HCI, pH 8,0
150 mM NacCl
H,0 ad 500 ml

Western Blot - Blockierlosung:

5 % Magermilchpulver in 1 x TBS ohne Tween

Antibiotikastammlésungen

Ampicillin 100 mg Ampicillin-Natriumsalz (Sigma), 1 ml MQ-H,O, sterilfiltrie-
ren, bei —20°C lagern
Erythromycin 50 mg Erythromycin (Sigma), 1 ml 96% EtOH, bei —20°C lagern
fiir E. coli
Erythromycin 5 mg Erythromycin (Sigma), 1 ml 96% EtOH, bei —20°C lagern
fiir L. monocytogenes
Kanamycin 10 mg Kanamycin (Sigma), 1 ml MQ-H»O, sterilfiltrieren,
bei 4°C lagern
GroBenstandard

1 Kb Plus DNA-Ladder (Invitrogen): 12 Banden im 1000 bp Anstand von 12 Kb bis 2 Kb,
1650, 1000, 850, 650, 500, 400, 300, 200, 100 bp.

0.24-9.5 Kb RNA-Ladder (Invitrogen): 9.49, 7.46, 4.4, 2.37, 1.35, 0.24 Kb.

Protein-GroRenstandard: Prestained See Blue™ (Anamed): 250, 98, 64, 50, 32, 25, 16, 6, 4

kDa (Molekulargewicht der Markerproteine variiert je nach Charge)

2.4 Verwendete Gerite

Gerit Herkunft

Autoklav Getinge
Blotkammer

Brutschrank fiir Bakterienkultur Heraeus

Dispenser Brand, Dispensette
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Eismaschine Icematic F90 Compact Electronic
Elektrophoresekammer fiir Proteingele Eigenbau der Institutswerkstatt

Elektrophoresekammer fiir Agarosegele  Eigenbau der Institutswerkstatt

Feinwaage Mettler H54

Gefriertruhen Heraeus; Bosch

Gel-Dokumentationssystems Cybertech CS1, Cybertech

Inkubations- Wasserbider GFL 1083; HT

Digitalkamera Canon

Kiihlzentrifuge Heraeus, Megafuge 1,0 R

Laborzentrifuge Heraeus, Biofuge 15

Leuchttisch Ewem- Janus

Magnetriihrer Ikamag, RCT

Mikroskop Zeiss, Standard 25

Mikrowellenofen Moulinex

Multipipette Matrix, Independent 6-Kanal

pH- Meter Knick

Photometer Pharmacia, Ultrospec 3000

Pipetten Eppendorf

Plattiergerit BioSys, Autoplate 3000

Reinstwassersystem Seral

Schiittler Infors, Aquatron-Wasserbad; GFL-3017

Spannungsgerite Pharmacia MultiDrive XL, Consort E455 und
E865

Speedvac- Konzentrator Bachofer

Sterilbank Heraeus, HERA safe

Thermocycler Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400

Thermomixer Eppendorf, Comfort

Thermoblock Eigenbau der Institutswerkstatt

Tischzentrifuge Eppendorf

Vortex Janke & Kunkel, Ika Vibrofix VF1

Waagen Kern, EG
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Wasserbiader Lauda

Computerprogramme
Clon Manager, DNA- Star, MS Office, R, BLAST

2.5 Arbeit mit den Bakterienstimmen

2.5.1 Anzucht und Lagerung der Kulturen

E. coli Stamme wurden in der Regel im LB-Medium bei 37°C und 180 rpm angezogen. Bei
Anzucht rekombinanter Stimme wurden die entsprechenden Antibiotika dazugegeben. Fiir L.
monocytogenes wurde BHI-Medium verwendet.

Die Kulturen wurden in Form von Glyzerolkonserven gelagert. Dafiir 1.5 ml Ubernachtkultur
wurden mit 1.5 ml BHI+60% Glyzerol vermischt, kurz gevortext, auf Eis abgekiihlt und dann
mit dem fliissigen Stickstoff schockgefrohren. Uber lingere Zeit wurden die Kulturen bei —

20°C oder —80°C gelagert.
2.6 Arbeiten mit Nukleinsiduren

2.6.1 Isolierung chromosomaler DNA aus Listeria

GES-Reagenz: 5 M Guanidiumthiocyanat/GDTC (Sigma)

100 mM EDTA (Stock: 0,5 M in ddH,0, pH 8,0)

0,5 % (v/v) Sarcosyl (Fluka, Stock: 10 %)

Zur EDTA-Stocklosung wird das abgewogene GDTC gegeben und durch Erwirmen bei 65°C
gelost. Hiernach wird zu der abgekiihlten Losung das Sarcosyl zugefiigt, mit ddH,0 aufgefiillt
und bei RT lichtgeschiitzt gelagert.

Chromosomale DNA aus dem Stamm L. monocytogenes EGD wurde nach der von Pitcher et
al. (1989) beschriebenen Methode gewonnen, die wie folgt modifiziert wurde. Die Bakterien
aus 1,5 ml einer L. monocytogenes EGD-e -Ubernachtkultur wurden in einem 1,8 ml-
ReaktionsgefiB durch 4-miniitige Zentrifugation bei 15000 g pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Bakterienpellet mit 0,5 ml einer 0,85% [w/v]-igen NaCl-Losung gewa-
schen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 min bei 15.000 g wurde das Pellet in 100 ul TE mit

50 mg/ml Lysozym resuspendiert und die Suspension im Anschluss fiir 30 min bei 37°C und
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1200 rpm auf dem Thermomixer Comfort (Fa. Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Nach der Zu-
gabe von 1 pl DNase-freier RNase (500 pg/ul; Roche Molecular Diagnostics) erfolgte eine 5-
miniitige Inkubation bei Raumtemperatur, bevor die Mischung mit 500 ul GES-Reagenz ver-
setzt wurde. Gemischt wurde durch vorsichtiges 5-maliges Invertieren des Reaktionsgefif3es.
Nach 5 min bei Raumtemperatur und weiteren 2 min auf Eis fand eine Proteinfidllung mit 250
pl eiskaltem 7,5 M Ammoniumacetat statt. Eine 10-miniitige Inkubation in Eiswasser folgte
dem erneuten 5-maligen Invertieren. Mit 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
wurde die DNA extrahiert, indem das Reaktionsgefdl 15 min lang stetig und nicht zu vorsich-
tig invertiert wurde. Daraufthin wurde fiir 15 min bei 18.000 g und 4°C zentrifugiert und die
wissrige Phase in ein frisches Reaktionsgefidf tiberfiihrt. Die Féllung der chromosomalen
DNA geschah mit Hilfe von 0,5 Volumenteilen 2-Propanol. Durch zunéchst vorsichtiges Dre-
hen des horizontal gehaltenen

Reaktionsgefilles, spiteres vorsichtiges Invertieren und schlieBlich kriftiges Schiitteln konnte
die chromosomale DNA zu einem gut sichtbaren Kniuel aufgewickelt werden. Das erhaltene
DNA Kniuel wurde durch 5-miniitige Zentrifugation bei 18.000 g und 4°C pelletiert, im An-
schluss daran fiinfmal mit je 1 ml 70% [v/v] Ethanol gewaschen und wiederum zentrifugiert.
Nach dem letzten Wasch- und Zentrifugationsschritt wurde die DNA fiir 5 min in einem Va-
kuumkonzentrator getrocknet und iiber Nacht bei Raumtemperatur in 100 ul TE Puffer gelost.
Die Lagerung der chromosomalen DNA erfolgte bei 4°C.

Mit Hilfe der beschriebenen Methode konnten aus 1,5 ml einer stationdr gewachsenen Bakte-
rienkultur etwa 10 pg chromosomaler L. monocytogenes - DNA gewonnen werden. Wurden
groBere Mengen an DNA benétigt, wurden mehrere (bis zu 10) Ansitze parallel durchgefiihrt.
Dabei musste jedoch ab der 2-Propanol-Zugabe die entsprechende Weiterbehandlung fiir je-

des Reaktionsgefil einzeln erfolgen.

2.6.2 Isolierung der Plasmide

Die Priparation von Plasmid-DNA aus E. coli in analytischem Mafstab wurde mit dem
GFX™Micro Plasmid Prep Kit (GE Healthcare) oder mit ,,QIAspin Miniprep* (Qiagen) nach
den Angaben der Hersteller durchgefiihrt. Dabei wurden 3 ml Ubernachtkultur durch jeweils
I-miniitiges Zentrifugieren bei 13000 g in einem 1,8 ml-Reaktionsgefdl geerntet und nach

dem Herstellerprotokoll fiir 2-3 ml Bakterienkultur aufbereitet. DNA aus der Sidule wurde in
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der Regel mit 50 pl H,O eluiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die Plasmid-DNA bei -
20°C gelagert.

GroBere Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurden mit dem ,,JETstar 2.0 Plasmid MIDI* Kit
(Genomed) aus E. coli isoliert. 50 ml der Ubernachtkultur wurden 10 Minuten bei 6200 g zen-
trifugiert, um das Pellet zu ernten. Plasmid- DNA wurde nach Angaben das Herstellers ge-

wonnen und in 100-200 ul ddH,O gelost.

2.6.3 Isolierung der RNA

SET-Puffer SET-Puffer mit10 % SDS

5 M NaCl 0.5 ml 5 M Na(Cl 0.5 ml

IM Tris pH 7.0 1.515 ml IM Tris pH 7.0 1.515 ml

0.5 M EDTA 0.5 ml 0.5 M EDTA 0.5 ml

RNAse freies Wasser 47.5 ml RNAse freies Wasser 22.5 ml
20% SDS 25 ml

50 mM Tris pH 6.5 Puffer fiir Lysozym

RNA aus L. monocytogenes Kulturen wurde mit Hilfe ,,RNeasy* Kit von Qiagen isoliert. Je
0.5 ml der Kultur wurde mit 1 ml des vorgelegten RNA-Protect Reagenz (Qiagen) sofert nach
der Abnahme vermischt, 5 sec gevortext und nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtempera-
tur 10 min bei 6000 g zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Pellet weiter ver-
arbeitet. Fiir eine Isolierung wurden je 6 Eppendorf-Tubes mit RNA-Protect proben verwen-
det.

Fiir Zellwandlyse wurden die Bakterien nach einem Waschschritt mit 200 pul SDS-haltigem
SET-Puffer je 2 Proben in einem Reaktionsgefd3 gesammelt und in 83 pl 50 mM Tris-Puffer
pH 6.5 mit 50 mg/ml Lysozym resuspendiert. Nach der Zugabe 5 pul Mutanolysin, 10 ul Pro-
teinase K und 2 ul Superase (Ambion) musste das Pellet sehr sorgfiltig resuspendiert werden
und inkubiert bei 37°C 30 min. Weiter wurde es nach der Anleitung des Herstellers gearbeitet.
3 Proben wurden auf 2 Siulchen aufgetragen.

Fiir die Northern Blot Analyse wurde DNAse Verdau direkt auf den Sédulchen mit dem
»DNAfree Kit*“ von Qiagen nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

Fiir Microarray Proben wurde RNA nach dem Protokol isoliert, dann 30 min bei 37°C mit

RNAse free DNAse von Ambion (2 pl) im mitgelieferten Puffer behandelt und danach 15 min
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bei 70°C mit 10 ul 50 mM EDTA zur Inaktivierung der DNAse inkubiert. Anschlieend wur-
de die RNA noch mal mit dem RNAeasy Kit aufgereinigt.
Die Qualitit der isolierten RNA wurde mit Hilfe von Agilent Bioanalyser Chip nach Herstel-

lersanleitung bestimmt.

2.6.4 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsiuren

Konzentration der Nukleinsduren wurde am Nanodrop-Gerit gemessen. Ratio 260/280
(soll iiber 1.8 fiir DNA und iiber 2.0 fiir RNA sein) zeigte auf die Reinheit der Isolierung. Als
Leerwert diente Wasser oder TE-Puffer. Die Qualitdt der Plasmidisolierung wurde mittels

Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift.
2.7 Nukleinsiure Analytik

2.7.1 PCR

PCR (polymerase chain reaction) — Polymerase-Ketten-Reaktion dient der Vervielfdltigung
eines bestimmten DNA-Fragments durch die hitzestabile DNA-Polymerase. Dazu werden
zwei Primer (homologe gegenldufige Oligonukleotide) bendtigt, die wihrend der Annealing-
Phase der Reaktion (bei 50-60° C) nach der Denaturierung (92-95°C) an die einzelstringige
(DNA) hybridisieren. Die DNA-Polymerase bindet an diesem doppelstringigen Fragment and
synthetisiert komplementidren DNA-Strang in 5’—3’ Richtung. Die mehrfache Wiederholung
des Zyklus fiihrt zu einer exponentiellen Vermehrung des DNA-Fragments.

Fiir PCR-Analyse wurde die Taqg DNA-Polymerase von Firma ,,Invitrogen* mit dem mitgelie-
ferten Puffer verwendet.

Reaktion wird folgt zusammen pipettiert:

Puffer (x 10) 3.5ul

dNTP-Mix (1,25 mM/dNTP 1.5ul

Matrize chromosomale DNA 200 ng, Plasmid- 50 ng
Primer forward (20 pmol) 0.35ul

Primer reverse (20 pmol) 0.35 ul

Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0.1 ul

H>,O auf 35 ul
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Reaktionsbedingungen:

1) 2 min 95°C (primire Denaturierung)

2) 20 sec 94°C (Denaturierung)

3) 30 sec 50-60°C (Primer-Hybridisierung, die Temperatur vom Primer abhéngig)

4) 90 sec 72°C (Kettenverldngerung, 1 min pro tausend Basenpaare)

5) 3 min 72°C (abschlieBende Kettenverldngerung)

6)10°C

Schritte 2 bis 4 wurden 25-30 Mal wiederholt. Entstandene Fragmente wurden nach der Auf-

trennung im Agarosegel unter dem UV-Licht visualisiert.

2.7.2 High Fidelity PCR

Fiir die Klonierung wurden die Fragmente mit den speziellen Polymerasen hergestellt, die
geringere Fehlerrate haben. Die handelsiiblichen Produkte sind die Mischungen aus Tag-
Polymerase und einer Proof-Reading Polymerase mit der erhohten 3°—5’ korrigierenden Ak-
tivitat.

Folgende Polymerasen wurden verwendet:

High Fidelity PCR-System (Roche)

Accuzyme und Accusure (Bioline)

Pfx (Invirogen)

Als Matrize diente die isolierte chromosomale DNA. Die Reaktion wurde nach der Anleitung

des Herstellers angesetzt und unter den empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt.

2.7.3 Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA Molekiilen in einem GroBenbereich von 0,2 kb und 20 kb erfolgt
im elektrischen Feld in Agrose- Gelen mit unterschiedlichen Konzentrationen.

Am héufigsten wurde ein 1 % Standardgel verwendet, bei dem 1 g Agarose (Sigma) in 100 ml
1 x TAE- Puffer durch Aufkochen in einem Mikrowellengerit gelost wurde, und nach kurzem
Abkiihlen mit 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Roth) versetzt wurde. Die aufzutragenden
DNA- Proben wurden mit mindestens 0,5 Volumenteilen an 5 x Auftragungspuffer (25% Fi-
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coll im Wasser + 0.01% Bromphenolblau) vermischt. Als DNA-Léingenstandard wurde die 1
kb DNA LADDER™ (Invitrogen) verwendet.

Die Elektrophorese wurde in der Regel in 1 x TAE-Puffer bei 150 V, 250 mA fiir 50 min
durchgefiihrt. Der Nachweis der DNA-Banden erfolgte unter UV-Licht (254 nm) und die Bil-
der konnten mithilfe des Gel-Dokumentationssystems und Video Copy Processors gemacht

werden.

2.7.4 Restriktion von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Fiir die enzymatische Spaltung von Plasmid-DNA oder von PCR-Produkten wurden DNA-
Mengen zwischen 100 ng und 2 pg in einem Volumen von 20-50 ul fiir 3-4 h mit den jeweili-
gen Restriktionsendonukleasen (ca. 7 Units pro 20 pl Ansatz) bei 37°C inkubiert. Die Reakti-
on wurde im jeweils dem entsprechenden vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer
durchgefiihrt. Die eingesetzten Restriktionsenzyme wurden von den Firmen New England
Biolabs und MBI Fermentas bezogen. Falls die Fragmente spiter fiir die Ligation eingesetzt

werden sollten, erfolgte Inaktivierung der Enzymen innerhalb 20 min bei 70°C.

2.7.5 Dephosphorylierung von Vektor-DNA mit Alkalischer Phosphatase

Im Falle einer verringerten Effizienz eines der beiden verwendeten Restriktionsenzyme bei
einem Doppelverdau wurde die Alkalische Phosphatase eingesetzt. Damit sollten die am 5'-
Ende der linearen Vektor-DNA befindlichen freien Phosphatgruppen abgespalten werden, und
somit die Religation des linearisierten Plasmids verhindert werden. Geschnittene Vektor-
DNA in einer Konzentration von 0,2 bis 2 ug wurde in einem Volumen 20 pl mit 1 U Alkali-
scher Phosphatase (Calf Intestine Phosphatase, 1 U/ul; Roche) und 2 pl enzymspezifischem
Reaktionspuffer gemischt und fiir 1 h bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Die anschlieende
Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen 200 mM EGTA und In-
kubation fiir 10 min bei 65°C. Das Plasmid wurde dann mit dem ,,QIAquick PCR Purificati-

on“ Kit (Qiagen) aufgereinigt, und konnte fiir die Ligation eingesetzt werden.
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2.7.6 Aufreinigung von PCR und Restriktionsansitzen

Durch die Verwendung des ,,QIAquick PCR Purification* Kits von Quiagen wurden DNA-
Fragmente aus einer PCR-Reaktion oder aus enzymatischen Reaktionen schnell und einfach
aufgereinigt. Das Prinzip der Aufreinigungsmethode basiert sich darauf, dass die DNA durch
ein chaotropes Salz gefillt und an eine feste Silica-Matrix gebunden wird. Proteine, kurze
Oligonukleotide und Salze werden schlieBlich durch einen Waschvorgang beseitigt und die
DNA wird aus der Sdule mit H,O oder Elutionspuffer eluiert. Alternativ wurde der Kit ,,Spin
PCRapid“der Firma ,,Immunotools* verwendet, der sich auf demselben Prinzip basiert. Die

Durchfithrung der Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.7.7 DNA-Elution aus dem Agarosegel

Anhand des ,,Gel-Extraktions Kits* von Qiagen konnen geschnittene Plasmide sauber von
unverdautem Vektor und von kurzen DNA- Fragmenten getrennt werden.

Das Prinzip des Kits dhnelt dem des PCR Purification Kits. Hier wird die DNA jedoch gele-
lektrophoretisch aufgetrennt und die gewiinschte Bande aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten.
Nach Auflosen des Gels kann die DNA wieder an die Silica- Matrix gebunden und wie oben
beschrieben von Agarose und Salzen befreit werden. Alternativ wurde das Kit ,,Qiaex II* Die
Elution der DNA erfolgte auch hier in H,O oder in 1 x TE- Puffer. Bei der Durchfithrung

wurde auch hier dem Protokoll des Herstellers gefolgt.

2.7.8 Ligation von DNA- Fragmenten mit Vektor-DNA

Die Ligase dient zur Verbindung von zwei getrennten DNA-Stringen, die vorher mit Restrik-
tionsenzymen behandelt wurden, durch Verkniipfung der OH—Gruppe am 3°- Strangende mit
einer Phosphat-Gruppe am 5°- Strangende. Ligationsansitze, bei denen DNA-Fragmente mit
iiberhidngenden komplementiren Enden (,,sticky ends”) verbunden wurden, enthielten das
Insert in mindestens dreifach molarem Uberschuss zur Plasmidmenge. Dieses Verhiltnis zwi-
schen den beteiligten Fragmenten sollte dazu dienen, die Religation vom Vektor zu minimie-
ren und die Bildung von Concatameren zu vermeiden.

Bei einem Gesamtvolumen von 20 pl wurden 1 pl (1U/ pl) der T4-Ligase (Invitrogen) und 4
ul des mitgelieferten 5 x Ligationspuffers fiir 80 ng bis 300 pug zu ligierende DNA eingesetzt.
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Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 14°C im Wasserbad oder 2 Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert und danach zur Transformation verwendet.

2.7.9 Klonierung von DNA-Fragmenten mit dem pCR-Blunt-Cloning Kit
und pCR 2.1-Topo Cloning Kit von Invitrogen

Mit dem pCR-Blunt-Cloning Kit konnen PCR-Produkte (oder andere DNA-Fragmente) mit
glatten Enden direkt in den linearisierten und glatte Ende tragenden pCR-Blunt Vektor klo-
niert werden. Das Prinzip fiir die Selektion positiver Transformanten beruht auf dem letalen
E. coli Gen ccdB (controlled cell death). Dieses Gen ist C-terminal an das LacZa fusioniert.
Die Ligation eines PCR-Produktes in den Vektor zerstort das Leseraster des fusionierten Ge-
nes und erméglicht das Uberleben der Transformanten. Wird das Leseraster des Genes jedoch
nicht zerstort, wird der Transformant durch das Genprodukt abgetotet.

Mit dem pCR 2.1-Topo Cloning Kit kénnen PCR-Produkte mit 3”-A-Uberhingen innerhalb
von 5 min bei RT direkt in den 5°-T-Uberhiinge tragenden pCR 2.1 Topo Vektor kloniert
werden. Der Kit hat die Besonderheit, dass keine Ligase bei der Verkniipfung von PCR-Pro-
dukt und Vektor benutzt wird. Der linearisierte Vektor wird durch die an seinen 3°-T-Uber-
hingen bindende Topoisomerase aktiviert, die nach der Ligation des PCR-Produktes mit dem
Vektor von der DNA dissoziiert. LacZ Gen ermoglicht die Auswahl von positiven Klonen
durch die blau-weile Selektion.

Die PCR-Produkte, die im PCR mit Accuzym oder Pfx-Polymerasen entstehen glatten Enden
und solche Produkte wurden in pCR-ZERO Blunt Vektor kloniert. Die Produkte der Taq-
Polymerase tragen klebrige Enden dank der Féahigkeit der Taq-DNA-Polymerase, ein Adeno-
sintriphosphat an das 3°-Ende der PCR-Produkte anzuhingen. Solche Produkte wurden in
pCR-TOPO Vektor kloniert. Die Klonierung wurde nach der Anleitung des Herstellers durch-
gefiihrt.

2.7.10DNA- Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA- Abschnitten erfolgte durch Cycle- Sequencing mit Hilfe
des BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kits (AB Biosystems) nach den Vorgaben des

Herstellers.
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In jeder Reaktion wurden 0.5 pl des BigDye-Reagenz, 1 ul Puffer, 1 ul H,O mit 6.5 des zu
untersuchenden Plasmids und 1 ul des entsprechenden Primers in einem Endvolumen von 10
ul zusammenpipettiert. Die Reaktion des Cycle Sequencing fand im Thermocycler unter fol-

genden Bedingungen statt:

Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 96°C 10 sek

Primeranlagerung 55°C 10 sek 25 x
Primerverldngerung 60°C 4 min

Abkiihlung 4°C o0

PCR-Produkte wurden im folgenden Ansatz sequenziert
5 ul PCR-Produkt, 0.5 ul BigDye, 2 ul 5*Puffer, 1 ul Primer, 10 ul H,O

Das Programm fiir Thermocycler sah folgendermallen aus:

Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 10 sek

Primeranlagerung 55°C 4sek 25 x
Primerverldngerung 60°C 4 min

Abkiihlung 4°C 0

Die Aufreinigung der DNA erfolgte schlielich durch das Sephadex G-50 Superfine- Medium
(GE Healthcare) in Multiscreen Filtrationssystem- Platten (0,45 pm Hydrophile Durapore®
Membran, Millipore). Die automatische Sequenzierung wurde am Megabace Sequenser (GE-

Healthcare) durchgefiihrt und mit dem DNAStar Softwarepaket analysiert.
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2.7.11Herstellung chemisch kompetenter E. coli- Zellen nach Hanahan
(1991)

In einem 250 ml Erlenmeyer-Kolben wurde eine UN- Kultur von INVoF” die in SOB- Medi-
um bei 30°C geschiittelt worden war, 1:50 mit SOB-Medium (50 ml) verdiinnt. Nach dem
Erreichen einer ODssy von etwa 0,3 nach 2-3 h Inkubation bei 30°C bei 200 rpm wurde die
Kultur in ein steriles Greiner-Rohrchen iiberfiihrt, und fiir 10 min auf Eis gestellt wurde. Die
Zellen wurden fiir 15 min bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand sorgfiltig
entfernt. Das Pellet wurde durch Auf- und Abziehen der Pipette in 17 ml CCMB80 resuspen-
diert bis die Mischung homogen war. Nach einer 20-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert und in 4,3 ml CCMBS80 vorsichtig resuspendiert. Die Zellsus-
pension wurde je 200 pl vorgekiihlte 1,5 ml-Reaktionsgefdle mit Schraubverschluss verteilt
und die Zellen wurden sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbe-

wabhrt.

2.7.12Chemische Transformation in E. coli

Die Aliquots mit den kompetenten E. coli - Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit dem Li-
gationsansatz oder reinem Plasmid (0,1 — 1 pl) gemischt. Der Transformationsansatz wurde
30 min auf Eis inkubiert und dann 90 sec einer Temperatur von 42°C im Wasserbad ausge-
setzt. SchlieBlich wurden die Zellen fiir weitere 2 min auf Eis gestellt und unmittelbar danach
mit 800 ul SOC- Medium vermischt. Nach der Uberfiihrung des Ansatzes in ein 12 ml Reak-
tionsgefil} folgte die Regeneration der Bakterien bei 30°C oder 37°C fiir 1-3 h. Die Inkubati-
onszeit bel Verwendung von Plasmiden mit Kanamycin-, Ampicillin- oder Chloramphenicol-
Resistenz war 1 h, die bei Vektoren mit Erythromycinresistenz 3h. AnschlieBend wurden die
Kulturen in Volumina zwischen 50 und 200 pl auf geeigneten Selektionsplatten ausplattiert,

und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.7.13Elektroporation der E. coli - Zellen

Im Fall der nicht ausreichenden Transformationseffizienz wurde die von Fa. Invitrogen bezo-
genen elektrokompetenten E. coli-Zellen "One shot TOP10 Cells" verwendet. 2 ul des Ligati-

onsansatzes wurden hierzu mit 22,5 ul der auf Eis aufgetauten elektrokompetenten Bakterien-
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zellen vermischt und in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (0,1 cm Schichtdicke; Invi-
trogen) iiberfiihrt. Die Elektroporation der Zellen erfolgte mit 1,8 kV, 200 Ohm und 25 uF.
Sofort wurde 800 ml SOC-Medium zum Ansatz gegeben, dieser in ein 12 ml Reaktionsgefil3
pipettiert und fiir 1-3 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Der Elektroporationsansatz wurde

dann auf geeignetem Selektionsmedium ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C bebriitet.

2.7.14Herstellung elektrokompetenter L. monocytogenes-Zellen

Die elektrokompetente Zellen der Listeria wurden nach Park und Steward (1990) hergestellt.
Ein 1 1- Erlenmeyerkolben wurde mit 2 ml einer Ubernachtkultur in 200 ml BHI- Medium
plus 0,5 M Saccharose beimpft und bei 37°C und 200 rpm fiir 3-4 h inkubiert. Nach Erreichen
der ODggo von ungefdhr 0,2 wurde 0,2 ml einer 10 mg/ml Stammldsung Penicillin in 70%
[v/v] Ethanol zugegeben, und die Kultur fiir weitere 2 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend
folgte die Uberfiihrung in vier sterile 50 ml Greiner — Rohrchen und die Ernte der Bakterien
durch Zentrifugation fiir 10 min bei 5000 rpm und 4°C. Die Uberstiinde wurden auf Eis abge-
saugt und die Zellen in je 5 ml 1 mM HEPES- Puffer (pH 7,0) plus 0,5 M Saccharose re-
suspendiert. Die Suspension wurde nun in ein steriles 50 ml Greiner- Rohrchen gegeben und
fiir 10 min bei 5000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Nach insgesamt drei Waschschritten mit HE-
PES-Puffer erfolgte die Resuspension der Zellen in 0,5 ml HEPES- Puffer plus 10% [v/v]
Glycerin und die Verteilung der Suspension in 50 pl- Aliquots auf 1,5 ml-Reaktionsgefifle
mit Schraubverschluss. Im fliissigen Stickstoff wurden die Aliquots schockgefroren und bei -

80°C gelagert.

2.7.15Elektroporation elektrokompetenter L. monocytogenes

Die Aliquots mit den elektrokompetenten Listerien wurden bei Bedarf auf Eis aufgetaut und
mit 400-1000 ng des gewiinschten Plasmides gemischt und der Ansatz in eine gut vorgekiihlte
Elektroporationskiivette (0,1 cm Schichtdicke, Invitrogen) gegeben. Die Elektroporation wur-
de bei 1,0 kV, 400 Ohm und 25 pF durchgefiihrt, und unmittelbar danach wurden 800 ul BHI-
Medium + 0,5 M Saccharose zur Mischung pipettiert. Die Suspension wurde anschlieBend in
ein 12 ml Reaktionsgefdl tiberfiihrt und fiir 1 bis 3 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Wegen

des temperatursensitiven Replikationsursprungs von pAUL-A wurden mit diesem Plasmid
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transformierte Bakterien nur bei 30°C bebriitet. Danach erfolgte die Ausplattierung der Kultur
in 100 bis 250 ul-Portionen auf BHI- Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum. In der
Regel wurden die Kolonien der transformierten L. monocytogenes Stimme nach etwa 36 h auf

den Selektionsplatten sichtbar.

2.8 Herstellung der Deletionsmutanten von L. monocytogenes

Die Herstellung von chromosomalen Deletionsmutante von L. monocytogenes wurde, wie im
Folgenden beschrieben, durchgefiihrt. Die 250-400 bp groBen flankierenden Bereiche des zu
inaktivierenden Genes wurden zundchst mit einer ,,proof-reading® Polymerase in der PCR
amplifiziert. Danach wurde 2. PCR durchgefiihrt, mit Primern 1-for und 4-rev und den PCR-
Produkten aus der ersten PCR. Durch die chimeren Primer 2-rev und 3-for haben sich di
,upstream‘ und ,,downstream® Produkte tiberlagert und das Template fiir 2. PCR gebildet.
Das Gesamtfragment wurde nun in den temperatursensitiven Vektor pAUL-A kloniert, in E.
coli transformiert und auf Erythromycin-Selektionsplatten ausplattiert. Durch PCR-Analyse
wurden die positiven Klone ausgewihlt und die Plasmid- DNA durch eine Mini- Priparation
isoliert. Nach einer Restriktionsanalyse wurde das Fragment in pAUL-A sequenziert und der
Vektor mit der korrekten Sequenz in L. monocytogenes EGD-e elektroporiert. Die Inkubation
erfolgte bei 30°C, da der Replikationstart fiir Listerien in pAUL-A termperatursensitiv ist, und
bei hoheren Temperaturen inaktiv wird. Nun wurde erneut mittels PCR mit Primern zum
pAUL-A Vektor nach positiven Klonen gesucht und die Pridsenz der klonierten Deletion be-
statigt. Um das Plasmid in das Chromosom von L. monocytogenes zu integrieren, wurden
ausgewihlte Klone bei 42°Ctdglich auf frische BHI+5EM Platten iiberstrichen. Nach mehre-
ren Tagen wurde anhand einer PCR-Analyse mit Primer fiir pAUL-A iiberpriift, ob die Inte-
gration ins Chromosom iiber homologe Rekombination stattgefunden hatte. Wenn mit den
plasmidspezifischen Primern keine Bande mehr detektiert werden konnte, war die Integration
vollzogen. Nun sollte das Plasmid wieder aus dem Chromosom entfernt werden, um die Ex-
pression plamidspezifischer Gene zu vermeiden. Dafiir wurde eine Ubernachtkultur eines po-
sitiven Klons ohne Selektionsdruck (ohne Antibiotikum) bei 30°C und 200rpm herangewach-
sen und am nichsten Tag 1:100 in BHI-Medium verdiinnt. Nach dem Erreichen einer ODggg
von etwa 0,3- 0,5 wurde die Kultur verdiinnt, aber diesmal 1: 20 in BHI- Medium plus 10
pg/ml Erythromycin (Em). Die Kultur wurde erneut fiir 2h in 30°C geschiittelt und nach Zu-
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gabe von 200 pg/ml Ampicillin iiber Nacht weiter inkubiert. In diesem Schritt werden die
Plasmid-tragenden Erythromycin-resistenten, und somit wachsenden Bakterien durch das
Ampicillin abgetotet. Em-sensitive Bakterien werden jedoch angereichert, da sie sich nicht im
aktiv wachsenden Stadium befinden. Am néichsten Morgen wurde die Kultur in verschiedenen
Verdiinnungsstufen (10" bis 10”) auf BHI- Platten ausplattiert und bei 30°C inkubiert. Durch
paralleles Uberstreichen auf Em- Selektionsplatten und BHI konnten die Em — sensitiven
Bakterien und damit die Deletionsmutanten ermittelt werden. Die Deletion wurde durch PCR
mit Primern 1-for und 4-rev bestitigt werden. Die Klone, die kleinere Bande trugen, die der
Deletion entspricht, wurden erneut auf BHI+5Em ausgestrichen, um Em-Sensitivitdt und da-

mit chromosomale Herkunft der Deletionsbande zu bestétigen.
2.9 Proteinextraktion aus L. monocytogenes

2.9.1 Uberstand

Eine 25 ml Kultur des entsprechenden Stammes wurde bei entsprechender ODgo geerntet und
fiir 15 min bei 6000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Kulturiiberstand wurde vom Zellpellet
getrennt und mit 10% TCA versetzt, um in den Uberstand sezernierte Proteine zu prizipitie-
ren. Am néchsten Tag wurden die Proteine wihrend einer 15-miniitigen Zentrifugation bei
6.200 g und 4°C pelletiert, die Uberstinde moglichst quantitativ entfernt und die Pellets dann
direkt in 100 pl 1 M Tris-HCI (pH 8,8) gelost. Die Lagerung der so gewonnenen Uberstands-
proteine erfolgte bei -20°C.

2.9.2 Zellwand

Fiir die Extraktion vom Proteinen aus der Zellwand wurde das Pellet von 25 ml Kultur mit 1.8
ml 1% SDS in PBS versetzt und fiir 45 min bei 180 rpm und 37°C geschiittelt. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt von 15 min bei 18.000 g und 4°C wurde Uberstand sauber
abgenommen und die 16slichen Proteine wurden durch Zugabe von 10% TCA gefillt. Am
nichsten Tag wurden sie in 200 pul 1 M Tris-HCl (pH 8,8) gelost. Die Protein-Losung wurde
bei -20°C gelagert.
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2.9.3 Cytoplasmatischer Extrakt

2x SMM- Medium: 1M Saccharose, 20 mM Tris, 10mM MgCl2 6xH20, 40 mM Maleinséu-
re. pH 6,8 mit 10N NaOH einstellen, 12 min bei 115°C autoklavieren

Modifiziertes 1x SMMP- Medium: 27,5 ml 2x SMM- Medium + 20 ml BPB

25 ml der Kultur wurde durch 15-miniitiges Zentrifugieren bei 6000 rpm pelletiert und vom
Uberstand abgetrennt (evt. noch mal abzentrifugiert). Danach wurde das Pellet auf Eis mit 10
ml sterilem deionisiertem Wasser gewaschen und bei 4°C 15 min bei 6000 rpm abzentrifu-
giert. Nach dem vollstindigen Entfernen des Uberstands, wurde das Pellet in 2,5 ml 1 x
SMMP resuspendiert und 250 pl Lysozym (250 pug/ml in 2 x SMM, sterilfiltriert) wurde zu-
gesetzt. Nach der 12-16-stundiger Inkubation bei 37°C ohne Schiitteln wurden die Protopla-
sten mikroskopisch kontrolliert. Die Protoplasten wurde 15 min bei 6000 rpm und 4°C abzen-
trifugiert, Uberstand verworfen und Pellet noch 2 mal mit 10 ml 1 x SMMP gewaschen, um
Lysozym zu entfernen. Pellet wurde trocken zentrifugiert und anschlieBend auf Eis in 100 pl
lysiert. Um DNA zu scheren, wurde das Lysat mehrmals mit der Pipettenspitze auf- und
auspipetiert. Nach dem Zentrifugieren in 1,8 ml Reaktionsgefdl 20 min bei 15000 rpm und
4°C wurde der Uberstand in ein frisches 1,8 ml Reaktionsgefil abgenommen und bei —20°C

gefroren.

2.94 SDS- PAGE

Bei der SDS-PAGE werden Proteine unter reduzierenden Bedingungen durch Erhitzen dena-
turiert und mit dem Detergenz SDS gebunden, das dem Polypeptid eine negative Ladung ver-
leiht. Dadurch werden Proteine linearisiert und die elektrophoretische Auftrennung erfolgt
daher nach ihrer unterschiedlichen Molekulargro3e.

Die Proteinextrakte wurden auf Eis aufgetaut und fiir ein Coomassie-Gel in einem Volumen
von 8-10 ul mit 4 pl 8x Probenpuffer (Laemli) gemischt. Bei Weiterverwendung des Gels fiir
Western Blot und Entwicklung mit ECL wurde etwa die Hilfte der Proteinmenge verwendet.
Die Proben wurden fiir 3 min bei 95°C denaturiert, 3 min auf Eis inkubiert, fiir 3 min bei
10000 rpm abzentrifugiert und schlieBlich auf ein 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.
Gewohnlich fand die Elektrophorese in 1x Laufpuffer bei 100 V und 500 mA statt.
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2.9.5 Coomassie-Fiarbung

Fiir die Detektion verschiedener Proteine in Zellextrakt oder Kulturiiberstand wurden die Gele
nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine mit Coomassie- Farbelosung iiber
Nacht behandelt. Die Entfarbung erfolgte mit Blitzentfidrber innerhalb von 1-2 Stunden. Die

Proteingele wurden anschlieBend in Wasser bei 4°C gelagert und dann eingescannt.

2.9.6 Immuno-Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung im 12,5 % SDS- Polyacrylamidgel wurden die
Proteine anhand eines Biometra-Gerites auf eine Blotmembran (Millipore, 0,45 wm) iibertra-
gen. Dabei wurden drei Lagen Whatmanpapier im 1 x Blotpuffer (mit Methanol) getrankt und
auf die untere Graphitplatte der Apparatur gelegt. Die Membran wurde fiir 5 Sekunden in Me-
thanol aktiviert und anschlieBend fiir 2 Minuten in dH,O gewaschen. Nach einer einminiitigen
Inkubation im 1 x Blotpuffer wurde die Membran auf das Whatmanpapier gegeben und mit
dem Polyacrylamidgel bedeckt. Dariiber wurden drei weitere Lagen im Blotpuffer getrinktes
Whatmanpapier gelegt, und nach sorgféltiger Entliiftung aller Schichten wurde die obere Gra-
phitplatte angebracht. Der Blot erfolgte 10-30 min bei 250 mA.

Die Detektion der gewiinschten Proteine erfolgte mit dem ECL-System von GE Heakthcare
und wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Um den Erfolg des Blotschrittes nachzuweisen, wurde die Membran nach dem Fastblotting in
dH,O gewaschen und mit Ponceaurotlosung in einer 1:10- Verdiinnung mit dH,O angeférbt.
Nach dreimaligem Waschen in 1 x TBS mit 0,05 % Tween-20 wurde die Membran in Blok-
kierlésung, die 5 % Magermilchpulver enthilt, tiber Nacht leicht geschwenkt. Am néchsten
Tag wurde der erste Antikorper in geeigneter Verdiinnung in 5 ml 1 x TBS mit 0,05 % Tween
20 und 5 % Magermilchpulver fiir 1- 1,5 Stunden bei RT inkubiert. Es folgten 3 Waschschrit-
te mit 1 x TBS mit 0,05 % Tween 20 und dann die Inkubation mit einem Horse- Radish- Pe-
roxidase konjugierten zweiten Antikorper (anti-Maus, 1:1000) in 1 x TBS mit 0,05 % Tween
20 fiir 1 Stunde bei RT. Nach weiterem griindlichem Waschen in 1 x TBS mit 0,05 % Tween
20 und dann in 1 x TBS wurde die Membran fiir 1 min mit 3 ml ECL — Losung 1 und 2 (1:1)

behandelt. Dadurch wurde die Reaktion der Peroxidase in Gang gesetzt, und durch anschlie-
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Bendes Auflegen eines Hyperfilm™ ECL — Films konnte die Luminiszenz der Proteinbanden

sichtbar gemacht werden.

2.10 Microarray Analyse

Fiir die Microarray-Analyse wurde RNA zu DNA umgeschrieben, mit dem fluoreszierenden
Farbstoff markiert und in gleichen Mengen von jeder Probe auf dem Chip hybridisiert. Jedes
Experiment wurde in zwei ,,dye-swap“-Varianten durchgefiihrt. Das heift, Test und Referenz
Proben wurden mit beiden Farbstoffen markiert und in beiden Kombinationen hybridisiert
und verglichen, um Artefakt durch unterschiedlich effizienten Einbaus der Farbstoffen zu
vermeiden. Jedes Experiment wurde drei Mal unabhingig wiederholt. Die verwendeten Mi-
cro-Array Chips wurden frither beschrieben (Chatterjee 2006). Sie enthalten als Sonde die
300-600 bp groBen Gen-spezifischen PCR-Produkte, die von der Mitte des kodierenden Bereiches
flankierend ausgewdihlt wurden. Die Hybridisierung und anschlieBenden Waschschritte fanden in
der automatischen Hybridisierungsmaschine ASP (GE Healthcare) statt.

Die cDNA wurde mit CyScribe Postlabelling Kit (GE Healthcare) von 3 ng isolierten gesamt
RNA nach Herstellersanleitung generiert. Danach wurde die cDNA mit PCR Purification Kit
(Qiagen) aufgereinigt, mit Cy3- und Cy5-Farbstoffen aus dem Kit markiert und erneut aufge-
reinigt. Effizienz der Markierung wurde bei Wellenldngen 550 and 650 nm am NanoDrop
bestimmt.

Gleiche Menge (enthaltend 10 pmol vom eingebauten Farbstoff) beider zu vergleichenden
Proben, wurden mit 100 pl deionisierten Formamid und 50 pl Hybridisierungspuffer (5 min
bei 70°C vorgewidrmt) gemischt, mit aufgereinigtem Wasser auf 200 pl aufgefiillt, 5 min bei
70°C denaturiert und bis zur Ladung in die Hybridisierungsmaschine bei 42°C gestellt. Die
Proben wurden bei 42°C 12 h hybridisiert und danach automatisch gewaschen.

Fertige Slides wurden mit dem Gene III System Scanner gescannt. Bildbearbeitung und stati-

stische Analyse sind bei Chatterjee et al, 2006 beschrieben.

2.11 Northern Blot Analyse

10XMOPS Puffer: 20,9 g MOPS, 10 ml 0,5 M EDTA, 12,5 ml 2 M NaAc, 10,75 ml 5 M Na-
OH, pH 7,0, ad 500 ml DEPC-behandeltes Wasser, sterilfiltrieren.
Premix: 100 ul 10xMOPS, 175 ul 37 % Fromaldehyd, 500 ul deionisiertes Formamid

51



MATERIAL UND METHODEN

Probenpuffer: 50 % Glyzerin, autoklavieren, 0,01 % Bromphenolblau zusetzen

Fiir Northern Blot Analyse wurden 5-10 ug RNA auf dem denaturierenden Agarose-Gel auf-
getrennt. Dafiir wurden 1,3 g Agarose in 70 ml DEPC-behandelten Wasser durch Aufkochen
gelost und nach dem Abkiihlen auf ca. 70-60°C wurden unter dem Abzug 10 ml 10 x MOPS
Puffer und 20 ml Formaldehyd dazugegeben und in die mit RNAse Zap (Ambion) behandelte
Gelform gegossen.

RNA wurde mit 19 ul Premix und 1 pl Etidiumbromid (1 mg/ml) gemischt, 10 min bei 70°C
erhitzt, auf Eis abgekiihlt und nach Zusatz von 4 pl Probepuffer auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte iiber 3-3,5 h bei 100 V im 1xMOPS Puffer.

Vor dem Transfer auf die Membran wurde das Gel fotografiert und danach zwei Mal je 10
min mit 5 x SSC+10 mM NaOH gewaschen. Mit der gleichen Losung wurde die RNA auf
eine mit DEPC-behandeltem Wasser angefeuchtete Hybond N+ (GE Healthcare) Membran
iiber Nacht geblottet. Nach der Ubertragung auf die Membran wurde die RNA durch ,,cross-
link* auf der Membran fixiert. Dafiir wurde sie je 90 sec von jeder Seite auf dem Transillumi-

nator mit UV bestrahlt.

2.11.1Sonden fiir Northern Blot

Als Sonden zur Identifizierung der Transkripten dienten die PCR-Produkte, hergestellt mit
dem Primern (Qiagen), die auch in Real Time PCR Experimenten benutzt wurden. Produk-
tengroflen sind in der Tabelle 6 dargestellt. PCR wurde mit der Tag-Polymerase nach Stand-
artprogramm durchgefiihrt mit einem 30 sec Verldngerungsschritt bei 72°C. Um spitere Ent-
wicklung mit den anti-DIG Antikdrpern zu ermoglichen, wurde statt der normalen Nukleoti-
den die DIG PCR Mix (Roche Molecular Diagnostics) verwendet, das Digoxigenin-
gekoppelten dUTP enthilt. Diese werden bei dem Verldangerungsschritt der PCR zugleich mit
dem normalen Nukleotiden eingebaut. PCR wurde im 50 pl Volumen durchgefiihrt und da-

nach mit PCR Purification Kit aufgereinigt.

2.11.2Hybridisierung und Entwicklung

SSC: 3 M NaCl, 0.3 M Na-Citrat, pH 7,0 mit NaOH einstelen, autoklavieren
Church Puffer: 50 mM Na,HPO,, pH7.0, 50 % formamide, 2% Blocking Reagent (Roche

52



MATERIAL UND METHODEN

Molekular Diagnostics), 5 x SSC, 0.1 % (v/v) N-Lauroylsarcosin, 7 % SDS

Maleinpuffer: 100 mM Maleinsdure, 150 mM NaCl, pH 7,5, autoklavieren

Blockierlosung: Maleinpuffer mit 1 % Blocking Reagent

DIG-Waschlosung: 0.3% (v/v) Tween 20 in Maleinsidurepuffer

DIG-Detektionslosung: 100 mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCl

Die Membran mit der gebundenen RNA wurde in den Hybridisierungsrohren mit 5 ml Church
Puffer vorhybridisiert. AnschlieBend wurde der Church Puffer durch 7 ml des frischen ausge-
tauscht und fiir 10 min bei 90°C denaturierte und auf Eis schnell abgekiihlte PCR-Sonde da-
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 42°C.

Um optimale Signalstdrke zu erreichen und Hintergrund minimieren, wurden die Wasch-
schritte fiir jedes Transkript einzeln optimiert, wurden aber alle bei Raumtemperatur durchge-
fiihrt. Im Durchschnitt wurde 2 mal je 5 min mit 5 x SSC mit 0,1 % SDS gewaschen und da-
nach einmal kurz mit 2 x SSC mit 0.1 % SDS. Danach wurde die Membran kurz im Malein-
puffer dquilibriert und fiir 30 min bei RT in Blockierlosung inkubiert.

Um die spezifisch gebundene Sonde nachzuweisen, wurde die Membran mit dem 1:10000 im
Maleinpuffer verdiinnten anti-DIG Antikorper (Roche Molekular Diagnostics) 1 h inkubiert.
Danach folgten 3 Waschschritte je 10 min mit der Waschlosung.

Das Chemiluminiszenz-Signal wurde in Reaktion mit CSPD (Roche Molekular Diagnostics)
sichtbar gemacht. Dafiir wurde die Membran kurz im Detektionslosung dquilibriert und auf
der trockenen Unterlage mit 1 ml 1 % CDSP Losung in Detektionslosung benetzt und 5 min
bei RT im Dunklen inkubiert. Danach wurden Reste der Substratlosung auf Wattmanpapier
abgetropft, die Membran in Frischhaltefolie luftdicht eingewickelt und auf Rontgenfilm (Ko-
dak) in die Kassette gelegt. Signal entwickelte sich auf dem Film innerhalb 30-60 min bei

37°C. Danach wurde der Film nach Herstellersanleitung entwickelt.

2.11.3RACE

5’-RACE Methode dient der Identifizierung des 5’-Endes eines RNA-Molekiils ohne Ver-
wendung der Radioaktivitdt. Dabei wird auf der RNA als Matrize cDNA mit dem spezifi-
schen aus dem Gen lesenden Primer SP1 synthetisiert und dann mit Hilfe der terminalen Nu-
kleotidtransferase mit PolyA am 5’-Ende versehen. Dieses Substrat wird in der 1. PCR mit

polyT und ,,nested Primer* SP2, der weiter stromaufwérts vom SP1 im Gen liegt, amplifiziert.
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2. PCR mit dem PCR-Primer aus dem Kit und SP3 (,,nested* Primer zu SP2) erhcht die Men-
ge und Spezifitit des Produkts. Das Produkt wird dann in einen Vektor kloniert und die Se-
quenz des Inserts durch automatische DNA-Sequenzierung (ABI-Prism) bestimmt.

Die RACE Experimente wurden mit 3’/5’ RACE Kit (Roche Molekular Diagnostics) nach
Herstellersanleitung durchgefiihrt. Verwendete RNA wurde vorher auf DNA-Freiheit in PCR
mit Primer zu prfA Gen kontrolliert. cDNA wurde von 1000 ng (200 ng fiir Imo1246) gesamt-
RNA synthetisiert. Erhaltene PCR-Produkte wurden je nach in letzter PCR verwendeter Po-
lymerase in pCR 2.1 TOPO oder pCR Zero Vektoren (Invitrogen) kloniert. Mindestens 5
Klone wurden zum Sequenzieren gegeben und die lidngste Sequenz des klonierten Inserts als

moglicher 5°-Bereich des Genes angenommen.

2.11.4RT-PCR

Die quantitative Real-Time PCR-Analyse wurde an dem Abi Prism 7000 Gerit durchgefiihrt.
Totale RNA wurde wie fiir die Microarray-Analyse beschrieben isoliert, mit DNAse behan-
delt und zur Synthese von cDNA eingesetzt. Quantitative Reaktion wurde in 40 Zyklen
durchgefiihrt, mit 2,5 pul cDNA, 12,5 pl SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems),
10 pM von forward und reverse Primer im Endvolumen von 25 pl. Die Standardkurve wurde
fiir jede Primerpaar mit verschiedenen Verdiinnungen von der genomischen DNA generiert.
Fiir jede Primerpaar wurden die Negativkontrollen gemacht, die Wasser statt cDNA beinhal-

teten.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Wachstum von L. monocytogenes EGD-e bei 37°C und nach dem Kail-
teschock auf 15°C

Um das Wachstumsverhalten von L. monocytogenes EGD-e auf schnelle Veridnderung der
Umgebungstemperatur festzustellen, wurde die Wachstumskurve im BHI Medium gemessen.
Eine Kultur wuchs konstant bei 37°C und 180 rpm und die andere wurde nach dem Erreichen
ODgqo schnell im Eiswasser auf 15°C runtergekiihlt und weiter bei 15°C und 180 rpm inku-
biert. Aus dem Vergleich der beiden Kurven wird deutlich, dass direkt nach der Senkung der
Temperatur das Wachstum praktisch authorte und nach der ungefihr zweistiindiger Adaptati-

onszeit wurde mit der niedrigeren Wachstumsrate wieder aufgenommen.

ODGOO

Zeit, Stunden

—e— EGD-e37°C
- O EGD-e by schift 37°C to 15°C

Abb. 1. Wachstum der Kultur Listeria monocytogenes bei der Senkung der Temperatur von

37° auf 15°C.

3.2 Expression des cspLA Promotors
Um zu priifen, wann nach dem KS die Expression von ,,major cold shock protein‘ c¢spLA an-
setzt, wurde cspLA Promotor mittels PCR amplifiziert und in Vektor pSOG30222 vor dem

Gen der termostabilen -Galaktosidase kloniert. Der Konstrukt wurde in elektrokompetente
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EGD-e Zellen transformiert und -Galaktosidase-Assay durchgefiihrt. Dank dem 60°C-Schritt
wurden endogene B-Galaktosidasen von L. monocytogenes inaktiviert und spezifische Expres-
sion von termostabilen -Galaktosidase vom cspLA-Promotor nachgewiesen. Proben wurden

nach 30 min, 1 h, 2 h und 4 h nach dem KS entnommen.

Die Expression von cspLA-Promotor weiste nach
160 einer Stunde das Maximum auf und klang danach

140 ab.
120

100 4

80 -

Miller Units

60 -

40 -

20 4

oh 30 min Th Zh 4'h
nach KS nach KS nach KS nach KS

Abb. 2. [B-Galaktose-Aktivitit nach dem
Kilteschock

3.3 Proteinexpressionprofile nach dem KS

Um abzuschitzen, wie sich die Proteinsynthese nach dem KS verédndert, wurden die Protein-
profile von verschiedenen Zellfraktionen untersucht. Dafiir wurden die Zellwand, Zytoplasma
und Uberstandproteinextrakte aus 50 ml Kultur bei 37°C und nach 1 h, 2 h und 4 h nach dem
KS hergestellt, elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Blue Féarbelosung angefarbt.

Eingescannte Gele sind in der Abb. 3 dargestellt.
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Abb. 3. Proteinextrakte nach dem KS. PAGE Gel, mit Coomassie Blue Losung angefirbt.

8 ul Extrakt pro Spur aufgetragen.

Auf den Coomassie Blue angefirbten SDS-PAGE Gelen waren keine Unterschiede in Prote-

inprofilen sichtbar.

3.4 Microarray-Analyse der Kilteschockantwort

Die Microarray-Analyse sollte den Aufschluss iiber die Antwort des gesamten Genoms L.

monocytogenes auf Senkung der Umgebungstemperatur bringen. Die Zeitpunkte fiir Proben-
entnahme wurden ausgehend von der Wachstumskurve festgelegt. Als Referenz diente die
Kultur, die bei ODgpp = 0.6 bei 37°C entnommen wurde. Weitere Zeitpunkte lagen bei 1, 2
(entspricht der Platophase auf der Kurve) und 4 Stunden (Wachstum wieder aufgenommen)
nach dem Kailteschock. Die Transkriptionsprofile nach dem KS wurden mittels DNA Micro-
array Analyse erhalten und dann mit dem bei 37°C verglichen. Der resultierende Datensatz
priasentiert Ergebnisse von drei unabhédngigen Experimenten mit jeweils zwei ,,dye swap*
Varianten von Replikaten. Die Gene mit dem Expressionsverhiltnis iiber zwei und ,,false dis-
covery rate“ unter 1 % wurden als signifikant bezeichnet und fiir weitere Analyse verwendet.

Insgesamt wurden 434 Gene nach dem KS unterschiedlich reguliert, davon wurde 214 hoch-
reguliert und 220 runterreguliert. Das bedeutet, dass ca. 15 % des Genoms an der KS-Antwort

beteiligt ist. Die Gene sind in der Tabelle I im Anhang aufgelistet. Die maximale Anzahl an
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hochregulierten Genen wurde nach 1 Stunde beobachtet, was die akute Antwort auf Verdnde-
rung der Umweltbedingungen bedeutet. 143 Gene sind fiir diesen Zeitpunkt spezifisch und
verschwinden an spiteren Zeitpunkten. Auch die Anzahl an runterregulierten Genen ist nach 1
Stunde am groBten und sie haben den groBten Faktor (Tabelle II). Das deutet auf Wiederher-

stellung der normalen Funktionen nach einer Anpassungsphase nach dem KS hin.

i f I
Overwiev of regulated genes 250

B Gemeinsam @ Geteilt 1h-2h
O Geteilt 2h-4h O Geteilt 1h-4h

200 A
300 00 O Zeitpunktspeziefisch

150 -
200 - 196

100 +
59

41
0
_50 4
-100 - u -100 1
104 89
160

Anzahl der Gene
a
o o

Number of genes

-150 4

-200

1thup 2hup 4hup 1hdown2h down4h down -200

Abb. 4. Ubersicht der regulierten Gene nach KS ~ Abb. 5. Gruppen der regulierten Gene

(,,fold change* > 2, ,.fdr* < 1%) nach dem Regulationsmuster
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Um die Gene zu identifizieren, die fiir L. monocytogenes KS-Antwort spezifisch sind, wurden
alle regulierten Gene auf Vorhandensein der Orthologen in nah verwandten B. subtilis und
Modelobjekt der Kilteadaptation der mesophilen Bakterien E. coli iiberpriift. 45 % von hoch-
und 47 % runterregulierten Genen hatten die Orthologen in B. subtilis. Fiir E. coli ergab dieser
Vergleich entsprechend 7 und 11 %. Ca. 50 % der Gene waren Listeria-spezifisch nach dem
Vergleich mit anderen Bakterienspezies, fiir die Microarray-Analyse der Kélteadaptation
durchgefiihrt wurde (B. subtilis, E. coli, Colwellia sp., Lactobacillus, S. aureus)

Die grofite Gruppe der an KS-Antwort beteiligten L. monocytogenes-Gene wurde als “unbe-
kannt” oder “mit nur vorhersagten Funktion” annotiert. Verschiedene Prozesse, die bei KS-

Antwort reguliert werden, werden im Kapitel ,,Diskussion® beschrieben.

3.5 Microarray-Untersuchung zur Kilteadaptation beim dauerhaften
Wachstum bei 15°C

Andere Reihe der Experimente wurde durchgefiihrt, um die Gene zu identifizieren, die an
dem dauerhaften Wachstum bei niedrigen Temperaturen beteiligt sind. Dafiir wurde die U-
bernachtkultur bei 37°C angezogen, im auf 15°C vortemperierten Medium verdiinnt und bis
zum ODggp 0.6 angezogen. Als Referenz diente die RNA auf 37°C Kultur. Die RNA wurde
isoliert und Microarray-Analyse wurde wie fiir Kélteschock-Experiment beschrieben, durch-
gefiihrt und statistisch analysiert.

Insgesamt wurden 81 Gene bei dem dauerhaften Wachstum bei 15°C unterschiedlich regu-
liert, davon wurden im Vergleich zu 37°C 56 Gene hochreguliert und 25 runterreguliert. Das
betrdgt ca. 3 % des Genoms. Die unterschiedlich regulierte Gene sind in den Tabellen III und
IV im Anhang dargestellt. 5 aktivierten KS-Antwort Genen wurden auch bei der Kilteadapta-
tion hochreguliert, 21 Gene blieben repremiert. Einige Kélteschock-Gene wurden bei der dau-
erhaften Kélteadaptation durch niedrigeren Regulationsfaktor und hoheren “fals discavery
rate” charakterisiert und sind somit nach unseren statistischen Kriterien nicht in die resultie-

rende Liste rein gekommen.
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Abb. 6. Gruppen der regulierten Gene nach dem Kélteschock nach COG Klass
Grau — hochreguliert, schwarz - runterreguliert.
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3.6 Northern Blot

Die aus Microarray-Analyse bekannte Induktion von Genen von Helikasen und [/mol067
wurde in Northern Blot Experimenten untersucht. Dafiir wurde die Gesamt-RNA aus den
Kulturen bei 37°C und nach 1, 2 und 4 Stunden nach dem Kilteschock isoliert und gleiche
Menge davon auf dem denaturierenden 1.3 % Agarosegel aufgetrennt. Die Transkription
wurde nach der Ubertragung auf die Hybond N+ Membran durch DNA-RNA Hybridisierung
mit DIG-markierten Sonden analysiert. Die spezifischen Sonden wurden in PCR mit DIG-

PCR-Mix (ROCHE) mit den Primern fiir RT-PCR hergestellt. Gréen sind in der Tabelle 6

dargestellt.
Oh 1h 2h 4h Tabelle 6. Grofien der Sonden
Imo0866 Gen Linge der
Sonde, bp
. . . Imo0866 141
: Imo1246 Imo1246 174
Imol450 138
Imol722 126
Imol450
Imol1067 116
cspLA 136
-
.
Imol722
L Imol067

Abb. 7. Northern Blots mit den Genen der Helikasen nach dem KS.

Fiir alle untersuchten Gene konnte das Hybridisierungssignal in Form einzelner Bande nach-
gewiesen werden (Abb.7). Das bedeutet, dass die Transkription der zu untersuchten Gene als
ein Transkript sowohl bei 37°C als auch nach dem Kilteschock identisch ist. Allerdings wa-

ren fiir alle untersuchten Gene die Banden nach Kilteschock deutlich stirker, als bei 37°C.
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Die Transkriptgroen entsprachen den angenommenen GroBen eines monocistronischen
Transkripte fiir [mo0866, Imol722, Imol067 und der polycistronischen mit zwei ,,down-
stream* liegenden Genen fiir /mol450 und mit dem down-stream liegenden lmol247 fiir
Imol1246. Das aus der Mikroarray-Analyse bekannte Profil mit Maximum der Transkription
nach einer Stunde nach Kilteschock wurde durch Northern Blot Analyse bestitigt. Intensivste
Bande nach 1 Stunde ist auf den Blots mit allen Genen zu erkennen. Einzige Diskrepanz er-
gab sich im Fall des Gens Imol722, dessen Induktion in Mikroarray-Analyse mit der Zeit

abklingt, aber nach Northern-Blot-Ergebnissen nach 4 Stunden noch ein Maximum aufzeigt.

i — > — |:,'>T<:I|:>1j<]|:'>

1mo0863 Imo0864 1mo0865 1mo0866 Imo Imo Imo
0867 0868 0869

—— > ) ) —>

&= 6 S —
Imo Imo Imo Imo Imo Imo1246 Imo Imo Imo Imo
1240 1241 12421244 1245 1247 1248 12491250

T —>T
(g —" g — ga—g— ] D — " — e —]

zurR Imo  zurA Imo 1Imo 1mol1450 Imo Imo Imo rpoD  dnaG
1446 1448 1449 1451 1452 1453

— T T T
11 < B [ — g m— g ¢ — g m—
Imo Imo Imo Imo Imo Imo1722 Imo Imo Imo Imo Imo
17171718 171917201721 17231724 1725 1726 1727

<> —pT |—'><:IE)T —oh——~

g
Imolmo Imo Imo 1mol067 Imo Imo Imo
10631064 1065 1066 1068 1069 1070

Abb. 8. Aufbau von den anliegenden Bereichen zu Helikasen. T = Terminator.
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3.7 RT-PCR

,Real Time PCR* mit der cDNA aus der reversen Transkription Reaktion sollte die Ergebnis-
se der Mikroarray Analyse bestitigen. Dafiir wurde die gesamt-RNA nach dem KS isoliert, in
cDNA umgeschrieben und in die RT-PCR Reaktion eingesetzt. Die Primer fiir RT-PCR sind

von Firma Qiagen entwickelt und ergeben ein spezifisches Signal in Form ca. 150 bp gro3en

PCR-Produkts. Fiir Ergebnisse der RT-PCR sich Abb. 0.
RT-PCR fiir Imo0866 RT-PCR fiir Imo1246
50.00 10.00
40.00 _8.00 +
55 55
§ £30.00 1 8§ 6.00
Q= Q E
Q= Q
$520.00 §= 400
10.00 1 2.00 *J
0.00 A 0.00 A
0 1h 2h 4h 0 1h 2h 4h
RT-PCR fiir Imo1450 RT-PCR fur Imo1722
16.00 9.00
14.00 - 8.00
= _12.00 = :g.gg 1
© O 4 © 0O
N 51000 2 55.00 1
2= 8.00 - o=
%2 6.00 %24.00
2 6 ¥ 3.00
4.00 200 |
2.00 1 1.00 1
0.00 A 0.00 A
0 1h 2h 4h 0 1h 2h 4h
RT-PCR fiir Imo1067 RT-PCR fiir cspLA
45.00 20.00
40.00
= 3500 = _15.00 1
© ©30.00 T O
g 525.00 25
o= ©=10.00
2520.00 | a3
€ 15.00 N
10.00 J 5.00
5.00 1
0.00 + 0.00 +—2
0 1h 2h 4h 0 1h 2h 4h

Abb. 9. Kopienzahl der Transkripten nach dem KS anhand des Ergebnisses von RT-PCR (ab-
solute Quantifizierung).
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Fiir alle untersuchten Gene wurde die Induktion nach dem KS demonstriert. Maximale Induk-
tion wurde nach 1 h beobachtet. Hauptkilteschockprotein cspLA diente als Kontrolle und wies
den hochsten Induktionsfaktor auf. Expression von Imo0866, lmol246, Imol067 und cspLA
klang an den spiteren Zeitpunkten ab. Signal von Imo1450 und lmol722 blieb auf dem erhoh-
ten Niveau. Mit ca. 40 Mio. Kopien nach dem KS hatten die Helikasen /mo0866 und Imo1067

hochste Kopienzahl unter den untersuchten Genen.

Induktionsfaktor

Faktor

866 1246 1450 1722 1067 cspLA
O0Omih@2hO4h

Abb. 10 Induktionsfaktor nach Kilteschock
in RT-PCR

64



ERGEBNISSE

3.8 RACE

Die Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts sollte Aufschluss iiber mogliche Bindungsmo-

tive fiir die Regulatoren im 5’-nichttranslatierten Bereich der untersuchten Gene bringen. Der

Transkriptionsstartpunkt wurde anhand der RNA aus der Kultur nach 1 Stunde Kilteschock

durch die RACE-Methode (,,rapid amplification of cDNA-ends*) identifiziert. Die verwende-
te Primer sind in der Tabelle 5 dargestellt. Fiir Gene /mo1246, Imo1450 und Imol722 wurden

kurze 5’-nichttanslatierte Bereiche von jeweils 17, 27 und 24 bp identifiziert. Lmo0866 und

Imo1067 besitzen dagegen lingere 5’-Bereiche von 277 und 110 bp. In allen Fillen konnten -

10 und -35 (auBer Imo1722) Sequenzbereiche identifiziert werden (Tabelle 7).

Konsensussequenzen :
-10: TgoA9sT45A60A50Tag -35: T2 Ts4G78A65Cs4A45

Tabelle 7. 5’-Bereiche der Gene von RNA-Helikasen

Genname | Transkriptionsstart |-10 Sequenz |-35 Sequenz |RBS Intragenisch
Imo0866 =277 TATGAT TTGAAA AGGAGA |ja
Imol1246 -17 TATGAT TTCCAT TGAGGA |ja
Imo1450 -27 TATAAT TTAACA GAGTGG, | ja
GGAGT
Imol722 -24 TATGAT GGAGTC |nein
Imol067 -110 TATAAT GTGCCA AGGAGG |ja
(bipA)
cspLA -110 TATACT AGGAGG |ja
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Imo0866

+1
-35 -10
ACGTTGAAAAGAAAT AATTAGTGTGTTATGATGATAGAT(J;GAAGTTT

RBS
ATTAGGTTTATAT -240bp- TAAAGGAGAAATGACATTG

Imo1246 |_+,1

T CGTT_éSCATCAfllE)TGTGAAAAAATATGGTATGATGATATGAGGAA—

%ESAGGACTGACﬁ

Imo1450 35 10

GT(I_?'{ ;I‘AACACGCGCACGAATGTCCAATTATGTGCTATAATGGCTA
RBS

CTAGGTATAGAACGGAGTGGAAATATTTTATG

Imol067 +1
-10

-35
ATCGTGCCAAATCGGCTCAGCTATGCTATAATAGGTAATGTGATTT

RBS
AAACGAGACGAT-70bp-ATTTAGGAGGAAACAAGATTG

Stop-Kodon +1
Imo1722 Imo1723 10 r~

ACTAAATAAAAGTGCAGACTTGCAGTAAGCGTGGTATGATACAGAGA

RBS
AGAACTAATAAAGGAGTCGGGTTATG

Abb. 11. Sequenzen der 5 -nichttranslatierten Bereiche der untersuchten Gene erstellt mit
RACE Methode.
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3.9 Herstellung der Deletionsmutanten

3.9.1 Klonierung der Fragmenten fiir die Herstellung von den Deletions-

mutanten

Fiir die Funktionsanalysen verschiedener in der Microarray-Analyse hochregulierten Genen
wurden chromosomale Deletionsmutanten hergestellt. Dazu wurden die kompletten kodieren-
den Sequenzen ,,in frame* (ohne Verschiebung des Leserasters) deletiert. Das Stop-Kodon
des ausgeschalteten Genes blieb auf dem Chromosom erhalten. Die ,,up-stream‘ und ,,down-
stream* flankierenden Bereiche wurden mittels PCR mit chromosomaler DNA als Matrize
amplifiziert. Die verwendete Primer sind in der Tabelle 5 und resultierende Fragmentengro-

Ben in der Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8. Klonierte Fragmente fiir die Herstellung der Mutanten.

Mutante Upstream Bereich, | Downstream Bereich, | Produkt der Fusions- | Produktim WT,
Primer Primer PCR mit Primern Primer
1-for und 2-rev, bp 3-for und 4-rev, bp 1-for und 4-rev, bp | 1-for und 4-rev, bp
40866 314 375 673 227
Al450 348 356 690 1995
Al327 342 448 786 1122
Al1246 349 382 716 2126
Al722 406 385 779 2102
Al516 409 460 854 1054
Al518 309 404 642 1069
A1067 404 386 751 2415
Al1298 337 308 646 1012
A0443 282 399 665 1591
Al416 310 344 640 1416
A2522 291 298 572 2522
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Die Primer 2-for und 3-rev enthalten zu einander komplementire Uberhinge (6-8 Basen
lang), so dass die PCR-Produkte nach der Aufreinigung als Matrize fiir Fusion-PCR verwen-
det werden konnten. Das erhaltene PCR-Produkt wurde erneut aufgereinigt und in entweder
erst in pCR-TOPO Vektor kloniert oder direkt mit Restriktionsendonukleasen geschnitten und
mit dem geschnittenen pAULA-Vektor ligiert. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen
sind in der Tabelle5 angegeben. Nach der Ligation wurde Ligationsansatz in chemisch-
kompetente E. coli DH10PBZellen transformiert und auf LB-Platten mit Em und X-Gal auspla-
tiert. Die weilen Bakterienkolonien wurden mittels PCR mit Gen-spezifischen und Vektor-
spezifischen Primern getestet und die Bakterienklone wurden ausgesucht, die Insert der richtigen
GroBe trugen. Aus diesen Bakterienklonen wurde Plasmid-DNA isoliert und sequenziert.

Das Plasmid mit der richtigen Sequenz (ohne Punktmutationen) wurde in elektrokompetente
L. monocytogenes Zellen elektroporiert und iiber 2 Tage bei 30°C inkubiert. Die aus der
Transformation resultierenden Klone wurden in PCR mit den Primern M100 und M101 iiber-
priift. Die Integration des rekombinanten pAUL-A Vektors erfolgte durch 5-7-maliges Uber-
streichen einer Einzelkolonie auf den BHI+5Em Platten und Inkubation bei 42°C. Der Erfolg
der Integration wurde mit den Primern M100 und M101 iiberpriift: konnte kein PCR-Produkt
mehr amplifiziert werden, bedeutete das, dass kein freies Plasmid mehr Vorhanden ist und
dass der pAUL-A-Vektor mit dem Insert ins Chromosom komplett integriert wurde. Die ein-
zelnen Schritte der Klonierungstrategie sind in der nachfolgenden Abbildung 12 dargestellt.
Die Exzision wurde wie im Methoden Kapitel beschrieben durchgefiihrt. Die erhaltenen Em-
sensitiven Klone wurden in PCR mit Primern 1-for und 4-rev getestet. Als Kontrolle diente

die chromosomale DNA des WT.
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i X PCR Amplifikation der

Imo0866 flankierenden Bereiche aus der

II. Runde PCR, um flankierende

> <«
1- I} 4 Bereiche zu verbinden
A0866
Sall BamHI
Vi y o
7 7 Restriktionsverdau und
Ori ts Em res Klonierung in pAUL-A Vektor
1 [

Transformation in  Stamm

Homologe Rekombination bei 42 °C

Imo0866

Ori ts Em res
Exzision des Vektors pAUL-A bei
Imo0866
Chromosom mit dem deletierten Gen
1-for 4-rev
—_—

A0866

Abb. 12. Schema fiir Herstellung der Deletionsmutanten

3.9.2 Wachstum der Mutanten

Alle hergestellten Mutanten wurden auf ithr Wachstum in BHI Medium bei verschiedenen
Temperaturen untersucht. Die Wachstumskurven wurden wie im Material und Methoden Teil
beschrieben gemessen und erstellt (Abb. 13). Bei 37°C zeigten die Mutanten
AlmoM43, Almo1416, Almo2522, Almol327, Almol1298, Almol1516, Almol518, Almol722,

Almo1067 kein Unterschied in Wachstum zum Wildtyp. 40866 und 41450 waren aber leicht
im Wachstum verlangsamt. Dagegen beim Wachstum bei 15°C und 20°C blieben Deletions-
mutanten 40866, A1450, A1722 und AI067 unterschiedlich stark, aber deutlich zuriick. Bei
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den Mutanten 40866 und 41450 war der Wachtumsdefekt bei niedrigen Temperaturen noch
deutlicher, als bei 37°C.

Bei der weiteren Arbeit haben wir uns auf kiltesensitiven Deletionsmutanten konzentriert.
A1246 wurde trotz ihres kilteresistenten Phinotyps als eine im Mikroarray-Analyse hochre-
gulierte Helikase-Mutante mituntersucht, um das Bild iiber RNA-Helikasen der L. monocyto-

genes zu vervollstandigen.

37°C 20°C

3.5

—e— EGD-e —e—— EGD-e
3.0 4 —O— Almooseé o Almo866

—¥— Almo1246 ——-%——  Almo1246

—&— Almo1450 34 — D —-- Almo1450

251 _m Almo1722
—0— Almo1067

— & —  Almo1722 - —
Almo1067

2.0 4

ODgoo

1.0

0.5 1

0.0 T

Abb. 13. Wachstumskurven der Deletionsmutanten bei verschiedenen Temperaturen.

3.9.3 Vergleich der exprimierten Proteine des Wildtyp EGD-e und der De-

letionsmutanten

Um die Proteinmuster des Wildtyps mit dem der Deletionsmutanten zu vergleichen wurden
Kulturen des Wildtyps und der Mutanten bei 37°C und 20°C angeziichtet und Proteinextrakte
wurden aus verschiedenen Fraktionen isoliert. Die Proteinextrakte wurden elektrophoretisch
im 15% SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blue Firbelosung angefirbt (Abb.14).
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Abb. 14. Proteine, synthetisierte im Wildtyp und Deletionsmutanten bei 20°C im BHI.

In dem Uberstandproteinextrakt der Mutanten und Wildtyps waren keine deutlichen Unter-
schiede erkennbar.

Im Zytoplasmaproteinextrakt fehlte in Almo1722 die Bande bei 35 kDa, die auch in Almo0866
schwicher als im Wildtyp war. Weitere Unterschiede waren im Bereich kleinerer Proteine zu
sehen, z.B. Banden bei ca. 22 kDa und 12 kDa waren abwesend, dafiir die Bande bei 18 kDa
stiarker expremiert.

Der Zellwandextrakt wies die meisten Unterschiede auf. Besonders auffallend war eine ca. 30
kDa grof3e Bande, die in den Deletionsmutanten 4/mo0866, Almol1450 und AcspLA abwesend
war und in Almol722 in der Intensitdt stark vermindert. Die Grofle und Abwesenheit in
AcspLA lassen vermuten, dass es sich um FlaA Protein handelt. In diesen Mutanten wichen

auch einige Banden im Bereich 45- 52 kDa in der Intensitit von dem Wildtyp ab.

3.9.4 Motilititstest

Um festzustellen, ob die eingefiihrten Mutationen die Beweglichkeit der L. monocytogenes
beeintridchtigen, wurden die Motilititstests im Weichagar wie im Material und Methoden Ka-
pitel beschrieben durchgefiihrt (Abb.15) Die Beweglichkeit der Kulturen wurde nach der
Verbreitung im Weichagar beurteilt. Die Helicasen-Deletionsmutanten Almo0866,
Almo1450, Almol722 wiesen bei 15°C unbeweglichen Phinotyp auf und Almol067 zeigte
verminderte Beweglichkeit im vergleich zu Wildtyp. Bei 37°C waren sowohl alle getesteten

Mutanten als auch Wildtyp unbeweglich.
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37°CBHI+0.3%Agar 20°C BHI+0.3%Agar

Abb. 15. Motilititstest mit dem Wildtyp und den Deletionsmutanten.
1-WT, 2 - Almo0866, 3 - Almo1246, 4 - Almo1450, 5 - Almol722, 6- Almol1067,7 - AcspLA

3.9.5 Western Blot mit anti-FlaA Antikorper

Untersuchung der Expression des GeiBlelnstrukturproteins FlaA sollte Aufschluss iiber feh-
lende Beweglichkeit in den Deletionsmutanten der Helikasen geben. Dafiir wurden die Zell-
wandproteinextrakte aus den bei 20°C angezogenen Kulturen auf SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrozellulosemembran mit Hilfe des Semidryblots iibertragen und mit dem polyklonalen
anti-FlaA Antikorper (1:5000) hybridisiert und mit ECL-Methode (GE Healthcare) visuali-
siert (Abb.16). Das FlaA-Signal erscheint als eine Bande mit dem Molekulargewicht ca. 30
kDa.

In den Extrakten der Almo0866 und Almol450 als auch in der negativen Kontrolle AcspLA
lie} sich keine FlaA-Synthese nachweisen. In Extrakten aus Almol722 und Almol067 war

die Expression von FlaA vermindert mit der stirkeren Verminderung bei Almol722. Die De-

letion des Gens I/mo1246 hatte keinen Einfluss auf die FlaA Proteinexpression.

99800w|v
gycLow|v
osgyLow|v
cge/lLow|v
Z90Lowv
v 7dsov
N

9980ouwv
gycLow|v
ogyLow|v
cac/lLowv
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35  +

=
—
) -35 35 -35
.| O § — -28
B

t
!
I

28 -28

Abb. 16. Expression des FlaA-Proteins im Wildtyp und in den Deletionsmutanten.
A. Coomassie-Gel mit den Zellwandproteinextrakten
B. Western Blot mit anti-FlaA Antikorper.
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3.9.6 Bildung der Biofilme

Die Fahigkeit der Mutanten zur Adhésion auf der Kunststoff-Oberflache wurde im Biofilmas-
say untersucht. Hierfiir wurde die Kultur der zu untersuchenden Stammen in 96-Well Platte
bei 37°C und bei 20°C angezogen, frei schwimmende Bakterien abgesaugt und nach dem Wa-
schen am Boden und Winden haftenden Bakterien angefirbt. In diesem Test konnte kein si-
gnifikanter Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden (Abb.17).

Biofilmbildung bei 20°C Biofilmbildung bei 37 °C
1 14
08 12 T T
14
E 0.6 - © 05 T T
[=] 8 T
O 04 + o 06
04
0.2 -
0.2
0 T 0 T T T T T
EGD D-0866 D-1246 D-1450 D-1722 D-1067 EGD D-0866 D-1246 D-1450 D-1722 D-1067

Abb.17. Biofilmbildung auf den 96-Well Polysterenplatten.

3.9.7 Herstellung der Komplementanten

Um den Phénotyp der Deletionsmutanten zu bestitigen, wurden die zuvor deletierten Gene
durch Klonierung in Em-resistentes Plasmid pSOG3022 und Transformation in Deletions-
stamm zuriickgebracht. Alle komplementierende Gene wurden unter deren eigenem Promotor
kloniert. Verwendete Primer sind in der Tabelle 5 und die resultierenden Fragmentengréen
sind in der Tabelle 9 dargestellt.

Nach der Uberpriifung der korrekten Sequenz durch automatische Sequenzierung wurden
rekombinante Plasmide in kompetente Zellen der Deletionsmutanten durch Elektroporation

transformiert und mittels PCR nachgewiesen.

Tabelle 9. Klonierte Fragmente fiir die Herstellung der Komplemetanten

Gen Lénge des klo- 5’-Region Kodierende 3’-Region Terminator
nierten Frag- Sequenz
ments, bp
Imo0866 2173 477 1563 122 +
Imol1450 1670 340 1287 22 -

73




ERGEBNISSE

Imol722 1562 152 1325 83 +

Imol067 2119 152 1835 43 +

Hergestellten Komplementanten wurden auf ihr Wachstum auf BHI bei verschiedenen Tem-
peraturen untersucht (Abb. 18, 19). Hierfiir wurden je eine Bakterienkolonie von dem Wild-
typ, Deletionsmutante und Komplementante von der frischen Agar-Platte auf eine neue Platte
iiberstrichen und 1 Tag bei 37°C bzw. 3 Tage bei 15°C inkubiert.

A1067 A1450 A0866

Abb. 18. Wachstum der Hergestellten Komplementanten auf BHI Medium.

Es konnte festgestellt werden, dass die Klonierung von den Genen der drei zu untersuchten
Helikasen unter der Kontrolle des eigenen Promotors Wachstumsdefekt bei niedriger Tempe-
ratur kompensiert. Fiir 407450 und 4 0866 wurgde auch Defekt bei 37°C kompensiert.

Die Komplementation des 47722 hat nicht gelungen, die
Komplementante blieb im Wachstum bei 20°C genau so wie

Wildtyp zuriick.

Abb. 19. Wachstum der /mo1722 Komplementante bei 15°C.
1 — WT, 2 — Almol1722, 3-WT+Komplementante, 4 und 5-
Almol722+Komplementante.
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4 DISKUSSION

4.1 Transkriptomantwort von L. monocytogenes auf Kilteschock

Die besondere Fihigkeit der Kélteadaptation von L. monocytogenes stellt bei der Lagerung von
Lebensmitteln ein ernsthaftes Problem fiir die Lebensmittelindustrie dar. Bisherige wissenschaftli-
che Arbeiten untersuchten vor allem die Bedeutung einzelner Gene fiir die Kilteanpassung der
Listerien. Auch vorhandene Daten aus 2D-Proteinelektrophorese-Studien geben wegen techni-
scher Beschrinkungen auch keinen kompletten Uberblick iiber die Mechanismen, die bei L. mo-
nocytogenes nach der Temperatursenkung aktiviert werden. In dieser Arbeit wird zum ersten Mal
die Transkriptomantwort von L. monocytogenes auf den Kilteschock prisentiert, die mit Hilfe der
Microarray-Analyse auf dem DNA-Chip ermittelt wurde.

In dieser Arbeit wurden die Transkriptionsprofile nach dem Kilteschock der Kultur von L. mono-
cytogenes durch Microarray-Analyse untersucht und dann mit denen bei 37°C verglichen. Der
resultierende Datensatz wurde aus drei unabhingigen Experimenten gewonnen. Varianten von
Replikaten. Die Gene mit einem Expressionsverhiltnis tiber zwei und einer ,,false discovery rate*
unter 1 % wurden als signifikant gewertet und weiter analysiert.

Insgesamt wurden 434 Gene nach dem Kilteschock unterschiedlich reguliert, davon wurde 214
hochreguliert und 220 runterreguliert. Daraus folgt, dass ca. 15 % des Genoms an der Kilte-
schock-Antwort beteiligt ist. Die Gene sind in der Tabelle I im Anhang aufgelistet.

L. monocytogenes reagiert auf akute Temperatursenkung mit einer ca. 2-stiindigen Lag-Phase.
Auch wenn direkt nach der Temperatursenkung Wachstum der Kultur aufhort, veridndert sich die
Physiologie der Zelle an diesem Zeitpunkt am stérksten, was durch die hochste Anzahl an hochre-
gulierten Genen nach einer Stunde bestitigt wird. 143 Gene sind fiir diesen Zeitpunkt spezifisch
und konnten an spiteren Zeitpunkten nicht mehr identifiziert werden. Sowohl die Anzahl an run-
terregulierten Genen ist nach einer Stunde am groBten (96 Gene) als auch der Faktor der Repressi-
on. Diese Beobachtung deutet auf eine Normalisierung des Zellstoffwechsels nach einer Anpas-
sungsphase an neue Umweltbedingungen hin.

Die groBte Gruppe der an Kilteschock-Antwort beteiligten L. monocytogenes - Gene wurde als
“unbekannt” oder “mit nur vorhersagten Funktion” eingestuft. Verschiedene im Kélteschock regu-

lierte Stoffwechselprozesse werden weiter unten beschrieben.
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4.1.1 Osmolyten-Aufnahme nach Kélteschock

Die Aufnahme von Osmolyten ist als einer der Anpassungsmechanismen bei niedrigen Tempera-
turen bei L. monocytogenes bekannt und wurde bei der dauerhaften Kélteadaptation schon gezeigt
(Wemekampf-Kamphius, 2004). In dieser Arbeit wurde die unterschiedliche Regulation der drei
von den vier bekannten Osmolyten-Aufnahme-Systemen demonstriert.

Besondere Bedeutung in der Phase der sofortigen Antwort kommt dem ATP-abhingige ghuABC
System zu, dessen Gene nach einer Stunde 5,8-7,1-fach hochreguliert wurden. Dieses System
transportiert bevorzugt Betain, und es passt zu fritheren Arbeiten, die ein Bevorzugen des Betains
iiber dem Carnitin bei der Kilteadaptation von L. monocytogenes aufzeigten (Wemekamp-
Kamphius, 2002). opuC (Imol1425 - Imol426, ein anderes ABC-Transporter-System, und der Na+
angetriebene Transporter betL (Imo2092) waren nach einer Stunde stark runterreguliert und wur-
den auch an spiteren Zeitpunkten nicht iiber dem Grenzwert detektiert. Weitere Microarray-
Analysen gezeigten, dass das Transporter-System opuC allerdings beim dauerhaften Wachstum
bei 15°C 2,5-fach (q=1,66%) induziert wurde.

Opu(C besitzt eine Konsensussequenz von der sigB - Bindungsstelle im Promotorbereich und wird
von dem alternativen Sigma-Faktor 6® reguliert (Fraser, 2003). Die Runterregulation von opuC
korreliert mit der Tatsache, dass sigB (Imo0895) selbst nach einer Stunde 2,4-fach runterreguliert
ist und nach zwei und vier Stunden und beim dauerhaften Wachstum bei 15°C nicht iiber dem
Grenzwert detektiert wurde. In den anderen Studien, die die Beteiligung von opuC (Angelidis,
2003), betL and sigB an der Kilteadaptation zeigen, wurden auch an spiteren Zeitpunkten Proben
genommen. Moglicherweise ist das Muster der identifizierten Osmolytenaufnahmeregulation fiir
die sofortige Kilteschock-Antwort spezifisch. Zum Beispiel wurde die Runterregulation von opu-
CACBCCCD nach 30 bis 90 Minuten nach dem Kilteschock fiir B. subtilis von Kaan mit Kollegen
gezeigt (2002).

Es ist bekannt, dass unter Kiltestressbedingungen von Bakterien Oligopeptide aufgenommen wer-
den, was fiir das Uberleben der Zelle wichtig sind (Borezee, 2000). L. monocytogenes hat vier
Oligopeptidaufnahmesysteme. Die Gene [mo0555 (Wouters, 2005), Imo2569, Imo0136-0137 wur-
den runterreguliert. Die Repression des ABC-Transporters, der von dem Imo0136-0137-Operon
kodiert ist, kann durch das Runterregulieren von sigL (rpoN, Imo2461) erklart werden, die Expres-

sion von [mo0136-0137 wurde bereits mit sigL in Verbindung gebracht (Arous, 2004).
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Das erste Gen des ATP-getriebenen Oligopeptidtransporters oppA (Imo2196) war nach einer Stun-
de 3.8-fach runterreguliert und zu spiteren Zeitpunkten schwach induziert. Die Notwendigkeit des
oppA Gens fiir das Wachstum bei niedriger Temperatur wurde schon einmal beschrieben (Bore-
zee, 2000was es wahrscheinlich macht, dass es bei spiteren Stadien der Kilteadaptation eine Rolle
spielt. In adaptierten Zellen konnen die aufgenommenen Oligopeptide gespalten werden und bei

der verlangsamten Biosynthese als Aminosidurequelle dienen.

4.1.2 Transport und Metabolismus der Aminosiuren

Die Proteinbiosynthese ist nach dem Kilteschock vermindert und dementsprechend ist der Bedarf
an Aminoséduren gesenkt (Marahiel, 2002). Fiir B. subtilis wurde gefunden, dass die Synthese von
vielen Aminosduren nach dem Kilteschock inhibiert ist (Kaan, 2002). Auch in unseren Experi-
menten zeigte sich eine Verminderung der Aminosédurensynthese, was sich in der Repression der
Gene wie [mo2006 (aslS, Leucin, Valin und Isoleucin Biosynthese), cysK (Cysteinsynthase),
Imo1011-Imol1012 (Lysine Biosynthese), Imol681 (metL, Methioninsynthase) in der Adaptations-
phase nach dem Kilteschock zeigt. Auch das Glutamintransportsystem /mo0848-0849 wurde nach
dem Kilteschock zunehmend runterreguliert.

Andererseits war ein anderes den Glutamintransport kodierendes Operon [mol738-lmol739-
Imo1740, nach einer Stunde nach dem Kilteschock hochreguliert. Daher ist zu vermuten, dass
zwel verschiedene Regulationsmuster der Glutaminaufnahme existieren. Wihrend der verminder-
ten Synthese kann der Transport von auerhalb der Zelle beim Wachstum in reichem Medium
(BHI in unserem Fall) bedeutsam sein. Keiner von den beiden fiir den Glutamintransport wichtiger
Operons ist von sigl (Sigma Faktor 54) abhingig, welches fiir die Expression von Stickstoff -

regulierten Genen zustidndig ist (Arous, 2004).

4.1.3 Protein Transport nach dem Kiilteschock

Nach dem Kilteschock wurden alle drei Typ I Signalpeptidasen, die bei L. monocytogenes be-
schrieben sind, aktiviert und blieben an allen untersuchten Zeitpunkten um Faktor zwei bis drei
hochreguliert. Zwei SPasen Typ I werden als ein Transkript von dem Imo1269 Promoter abgelesen
(Raynaud et Charbit, 2005). Diese Peptidasen haben ein breites Substratspektrum, und nach der
Spaltung durch diese Peptidasen konnen die Proteine entweder an der Zellmembran verankert oder

ins extrazellulire Medium ausgeschieden werden. Die verstirkte Expression von Typ I SPasen
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kann mit den Verdnderungen der Proteinzusammensetzung an der Zelloberfliche in Verbindung
stehen. Imo2591 (ein hochreguliertes Oberflichenprotein mit GW-Repeat) kann zum Beispiel ein
mogliches Substrat fiir die SPase I sein. Typ II Spasen, die spezifisch Lipoproteine spalten, wur-
den in unseren Untersuchungen dagegen nicht detektiert. Die kilteinduzierte Expression der SPase
Imo1269 und Imol270 stimmt mit fritheren Daten uiberein, die mit Hilfe der RT-PCR und der
Promotorfusion die Induktion von diesen Genen nach 30 Minuten bei 4°C nachgewiesen haben
(Raynaud et Charbit, 2005).

Das andere vorausberechnete Proteintransporter-Gen tatC (Dilks, 2003) war direkt nach dem Kal-
teschock um Faktor 4 repremiert. Sein Target, [mo2201, eine 3-oxoacyl-acyl-carrier Protein-
synthase war an allen Zeitpunkten auch schwach runterreguliert. Das kann durch einen verdnder-
ten Lipidenmetabolismus erklédrt werden.

Auch andere Transportsysteme wurden von der Temperatursenkung beeinflusst. Zwei Gene,
Imo1300 fiir Arsen und Imo2062 fiir Kupfer, welche Proteine in Exportsystemen fiir diese toxi-
schen Metalle kodieren, wurden schwach aktiviert. Dies kann auf eine Entgiftungsfunktion unter

Stressbedingungen hinweisen.

4.1.4 Einfluss des Kilteschocks auf die Zellwand

Die Zellwand ist in den meisten Fillen die AuBenbarriere zwischen der Bakterienzelle und der
Umwelt und ist damit den Umweltverdnderungen besonders ausgesetzt. Nach dem Kilteschock
wurden 13 zellwandassoziierte Gene aktiviert und 12 repremiert. Sechs der unterschiedlich regu-
lierten Gene (Imo0130, Imo0136, Imo0186, Imo0433, Imo0725, Imo0799) besitzen ein LPXTG-
Motiv, welches fiir die Verankerung von diesen Proteinen auf der Zelloberfliche wichtig ist. Die
meisten Veridnderungen in der Expression von den zellwandassoziierten Genen weisen auf die Ver-
langsamung der Zellteilung unmittelbar nach dem Kélteschock hin.

Das Runterregulieren von [mo0956 (N-acetylglucosamin-6P-Phosphat-Deacetylase) und [mo0957
(Glucosamin-Phosphat-Isomerase), beide an der Biosynthese von N-Acetylglucosamin beteiligt,
korreliert zum Beispiel mit der Plateau-Phase der Wachstumskurve der Fliissigkultur in den ersten
zwei Stunden nach Kilteschock. Aktivierung des ezrA Genes, das fiir die negative Septationsring-
Bildung zustiindig ist, wurde nach einer und zwei Stunden nach Kilteschock festgestellt. Nach
vier Stunden ist die Expression von ezrA nicht mehr festzustellen. Dies weist auf eine Riickkehr

zur normalen Zellteilung hin.
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Der Operon [lmo1544-Imo1548 (minDCmreDCB) wird sofort nach dem Kilteschock 2,5-3,0-fach
induziert. Er enthélt die Gene, die bei stdbchenformigen Bakterien ihre Form definieren und bei
der Zellteilung die korrekte Chromosomsegregation ermoglichen. MreBCD Operon wurde bei E.
coli (Wachi, 1989) und spiter bei gram-positiven Bakterien (Levin, 1992, van der Ent, 2006) iden-
tifiziert.

Sowohl MreB als auch MreC bilden Helix-formige Strukturen in der Zellmembrann. Van der Ent
mit Kollegen (2006) haben gezeigt, dass MreC mit Penicillin-Bindenden Proteinen interagiert und
als Geriist fiir rdumliche Anordnung von den Mureinsynthetasen wihrend Zellwachstum dienen
kann. MinC lokalisiert die Position des Septums bei der Zellteilung, indem dass die FtsZ Filamen-
te auf den Zellpolen destabilisiert werden, bevor sie sich zu einem reifen Z-Ring polymerisiert
haben. Die Induktion von dem Operon (minDCmreDCB nach dem Kilteschock kann eine Funkti-
on fiir den Schutz der Zellen vor der Lysis haben, indem durch Proteine MinBCD Zellwand gefe-
stigt wird und so die korrekte Stibchenform erhalten bleibt.

Lipoprotein-Diacylglyceriltransferase Igt (Imo2482) verbindet kovalent den Diacylglyceril-Rest an
den Cystein im Lipobox der Lipoproteine. Diese Modifikation ist die fiir Lokalisierung der Lipo-
proteine in der Membran notwendig. und spielt wichtige Rolle fiir die Verankerung der Lipopro-
teine an der Zellmembran. Baumgértner et al., (2007) haben demonstriert, dass in der Algt Deleti-
onsmutante 26 Lipoproteine ins Medium sekretiert werden, die im Medium der Wildtypkultur
nicht nachgewiesen werden konnen. Interessant ist, dass unter anderem drei nach dem Kilte-
schock reprimierte Gene (oligopeptide binding protein Imo0135, dipeptide binding protein ABS
transporter /mo2569, T-cells stimulating antigen /mol388) und zwei induzierte Gene (amino acid
binding protein /mo1738, peptide binding protein oppA Imo2190) Substrate fiir Lgt sind.

Der Lipidrest von einem Lipoprotein ist fiir die Verankerung an der richtigen Position in der Zell-
membran und das Erfiillen der vorgegebenen Funktion entscheidend. Das konnte auf die Rolle der
kurzzeitigen Induktion des /gr Gens (2,8-fach nach 1 Stunde) fiir den adaptiven Umbau der Zell-
oberflache und z.B. Anpassung des Transportapparats schon am frithen Zeitpunkt hinweisen. In
der Arbeit von Borezee (2000) wurde gezeigt, dass die Oligopeptidaufnahme durch Oligopeptid-
transporter oppA fiir Kilteresistenz notwendig ist. Das kann ein Beispiel fiir die Verbindung zwi-
schen [gt und Kiltestressantwort sein.

Die Lipoproteine vermitteln verschiedene Funktionen fiir die Anpassung an diverse Umweltein-
fliisse, fiir Nédhrstoffaufnahme und fiir Virulenzprozess von pathogenen Mikroorganismen. In der
Stammsammlung unseres Instituts vorhandene Deletionsmutante Almo2482 (Baumgirtner, 2007)

79



DISKUSSION

wurde auf ihr Wachstum bei niedriger Temperatur getestet und wies bei 15°C kiltesensitiven Phi-
notyp auf. Diese Ergebnisse bestitigen die Notwendigkeit des Lgt Proteins fiir die Anpassung an
niedrige Temperatur. Weiterhin war die Motilitit der Algt Deletionsmutante im Schwirmtest um
ca. 40 % verringert. Moglicherweise ist der Aufbau der funktionsfihigen Flagellen in Abwesen-
heit der Lgt nicht moglich.

Die Teichonsiduren sind ein wichtiger Bestandteil der Zellwand bei gram-positiven Bakterien. Die
Storung der Biosynthese der Teichonsduren fiihrt zu einer unregelmiBiger Form und einer ver-
minderten Lebensfdhigkeit der Zellen, wie es bei B. subtilis demonstriert wurde (Bhavsar, 2004).
Die Gene /mol1089 (tagD) und Imo2521 nehmen an der Synthese von Teichonsiuren teil. TagD
katalysiert bei B. subtilis den ersten Schritt der Teichonsdurensynthese, indem es N-
Acetylmannosamine (ManNAc) an das C4 Hydroxyl von dem membran-gebundenen N-
Acetylglucosaminyl Diphospholipid (Lipid I) iibertrigt und so das ManNAc-beta-(1,4)-GIcNAc-
pp-Undecaprenyl Lipid II bildet (Zhang, 2006). /m02521 wird von NCBI auch als Homolog des
tagD annotiert.

Die mittelstarke Aktivierung dieser Gene deutet auf eine Umorganisation der Teichonsidurenkom-
ponenten der Zellmembran bei der Kélteadaptation hin. Der Transporter fiir den Export von Poly-
sacchariden und Teichonsduren, /mol624, wurde ebenso eine Stunde nach Kilteschock mit dem
maximalen Faktor 8 indiziert und klang danach ab. Moglicherweise, schiitzt die verstédrkte Synthe-
se von Teichonséduren die Zelle von der Zellyse. Chassaing (2007) hat mit Hilfe der Transposon-
mutagenese bei L. monocytogenes demonstriert, dass die Zerstorung des Gens /mol078 zu einem
Kilte- und Salzstresssensitiven Phédnotyp fithrt. /mol078 kodiert eine UDP-Glukose-
Phosphorylase, die die Bildung von UDP-Glukose katalysiert, einem Vorldufer fiir die Synthese
der Membranglycolipiden und Teichonséduren bei gram-positiven Bakterien. Das ist ein Hinweis

auf die Bedeutung der Zellwand bei der Adaptation an die Stressbedingungen.

4.1.5 Flagellinproduktion nach dem Kilteschock

Niedrige Temperatur bedeutet fiir ein pathogenes Bakterium, dass es sich auBerhalb des Wirtes
befindet und sich an den freien Lebensstill anzupassen hat. Die Bildung von Geilleln erméglicht
die Beweglichkeit, zum Beispiel zur Suche nach Nahrungsquellen.

Die Expression des Hauptstrukturproteins der Geiflel, des Flagellins, findet bei vielen Bakterien,

auch bei L. monocytogenes, nur bei niedriger Temperatur statt (Way, 2004). Die Expression von
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Flagellin unterliegt der strengen Regulation, da die Erkennung von Flagellin als ein ,,pattern reco-
gnition molecule* durch Toll-like Rezeptoren zur Aktivierung der angeborenen Immunantwort
fiihrt (Hayashi, 2001). Die nicht Temperatur-regulierte Uberexpression von FlaA fiihrte zu ver-
minderter Virulenz im Maus-Model. Der Repressor MogR wurde bis jetzt als ein Hauptregulator
der Flagellabiosynthese beschrieben (Grundling, 2004); er repremiert die Expression von Motili-
tiatsgenen bei 37°C. Nach dem Kilteschock konnte jedoch in den ersten vier Stunden keine
Transkription von flaA nachgewiesen werden, obwohl das Gen fiir den negativen Regulator von
FlaA, MogR, runterreguliert war. Anscheinend unterliegt flaA zusétzlichen Mechanismen der Re-
gulation und wird erst in spéteren Phasen der Kélteadaptation exprimiert.

Die Zelloberfldche spielt aufgrund ihrer sowohl hydrophil-hydrophoben Eigenschaften und auf-
grund der Zellladung eine wichtige Rolle bei der Anhaftung der Bakterien am Substrat. Die Fa-
higkeit der Bakterien, u. a. von L. monocytogenes, durch Biofilmbildung Oberflichen zu koloni-
sieren, verursacht die Probleme fiir die Anlagenreinigung in der Lebensmittelindustrie. Chavant
mit Kollegen (2002) haben festgestellt, dass die Biofilmbildung im Temperaturbereich 8°C-37°C
moglich ist, es werden aber bei 37°C auf hydrophilen Oberflichen besonders ausgeprigten 3-D
Strukturen gebildet. Hydrophile Eigenschaften der Zelloberfliche korrelierten negativ mit der
Temperatur. Die von uns angewendete Methode (Biofilmmessung anhand der Bindung von Cristal
Violet) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Werten bei 37°C und 15°C. Die
Mikroelektrophorese oder Losungsmittelaffinititanalyse konnten helfen, genau festzustellen, wie
sich die Zelloberfldache beziiglich hydrophile/hydrophobe Eigenschaften nach dem Kilteschock
andert.

Lemon et al. (2007) haben in den Experimenten mit Wildtyp und Flagellin-minus Mutanten de-
monstriert, dass die Geillelbildung auch fiir die Anhaftung auf den abiotischen Oberfldchen und
fiir spitere Phasen der Biofilmbildung notwendig ist. Die Biofilmbildung bereitet ernsthafte Pro-
bleme bei der Sterilisation in der Biotechnologie, weil die Bakterien im Biofilm im Vergleich zu
den frei schwimmenden resistenter gegeniiber den Desinfektionsmitteln und Detergensen sind
(Costerton, 1999, Fux, 2005). So kann die Expression von Flagellin einen zusétzlichen Vorteil fiir
L. monocytogenes als ein Lebensmittelinfekt bei der Anpassung an niedrige Temperaturen in den

Kiihlanlagen bieten.
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4.1.6 Verinderungen des Lipidenmetabolismus nach dem Kilteschock

Die Studien, die an B. subtilis und E. coli durchgefiihrt wurden, zeigen, dass der Lipidenmetabo-
lismus und die Lipidzusammensetzung der Zellmembran eine wichtige Rolle bei der Adaptation
an die Temperaturidnderung in der Umwelt spielen. Die Adaptation an niedrige Temperatur geht
bei Bakterien in der Regel mit der Anreicherung von Lipiden mit kiirzeren anteiso-verzweigten
Fettsduren oder der Desaturierung der vorhandenen Fettsduren einher.

In unseren Experimenten war fabH (Imo2202) eines der nach Kilteschock am stirksten induzier-
ten Gene. Es kodiert das Oxoacyl-acyl-carrier Protein, das die erste Kondensationsreaktion von
der Fettsdauresynthese durch Hinzufiigung von zwei Kohlenstoffatomen von Malonyl-ACP zu dem
Acyl-Akzeptor durchfiihrt. Damit kann fabH (Imo2202) eine steuernde Rolle fiir die gesamte Fett-
sdaureproduktion spielen. Die Induktion dieses Gens weist auf den intensiven Umbau der Lipid-
fraktion speziell in der frithen Phase der Kéilteschock-Antwort hin. Zu spiteren Zeitpunkten wurde
die Expression des fabH nicht mehr detektiert.

Interessant ist die Induktion des Operons /mo1371-1374 nach einer Stunde. Es kodiert die Enzyme
des Degradationsstoffwechselweges von hydrophoben Aminoséduren zu verzweigten Fettsduren.
Diese Fettsduren tragen bei B. subtilis zur Erhaltung des FlieBvermogens der Zellmembran bei
niedrigen Temperaturen bei (Kaan, 2002). Es scheint auch bei L. monocytogenes ein Mechanismus
der Anpassung von der Lipidmembran sein.

Um die Erstarren der Zellmembran zu vermeiden, besitzt das zu Listerien nah verwandte Bakteri-
um B. subtilis einen Mechanismus der Desaturierung der Fettsduren durch die desA Desaturase,
die durch desKR Zwei-Komponenten-System kontrolliert wird (Beckering, 2002) In unseren Ex-
perimenten wurde das Homolog von desA an keinem Zeitpunkt induziert. Dies ldsst darauf schlie-
Ben, dass bei L. monocytogenes die de novo Synthese der Fettsduren ein entscheidender Mecha-

nismus der Adaptation der Lipidfraktion der Zellmembrann nach dem Kilteschock ist.

4.1.7 Regulation der Gene durch Antitermination der Transkription

Das Phianomen der Antitermination bei Kilte, das das Durchlesen von downstream liegenden Ge-
nen durch Inaktivierung der Terminatorstruktur und damit die Transkription von adaptiven Genen
erlaubt, ist aus den Studien bei B. subtilis und E. coli bekannt (Xia, 2001, Bae, 2000). Zum Bei-
spiel wird nusA bei niedriger Temperatur stirker expremiert. Nach dem Kilteschock wurde die

Aktivierung von nus Genen nur nach einer Stunde detektiert. Daher scheinen diese Gene zur frii-
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hen Kilteschockantwort zu gehoren. Eine dhnliche Induktion der nus Gene durch Kélte wurde bei
Y. pestis festgestellt (Han, 2005). Der Komplex von Nus-Proteinen bindet normalerweise an der
boxA Sequenz upstream von den Genen der rRNA und bildet einen Komplex mit der RNA-
Polymerase, was zur Transkription der Gene der rRNA mit hoherer Rate fiihrt. Dies konnte bedeu-
ten, dass die Fehlfunktion der Ribosomen bei Kilte durch die de novo Synthese von Ribosomen
kompensiert wird.

Noch weitere Transkriptionsantiterminatoren wurden nach dem Kilteschock runterreguliert: Zum
Beispiel ist das 2,5 und 2,8 -fach repremierte Gen [mo2788 (bvrA) als Repressor der Virulenzfak-
toren plcA und hly bekannt (Brehm, 1999). Bei L. monocytogenes signalisiert dieser Repressor
iiber die Erkennung und Interaktion mit der 3-Glycoside Zellobiose die Lokalisation im Bodenum-
feld (auBerhalb des warmblutigen Wirtes). Wahrscheinlich, wird Kilte als eines der Signale der
Lokalisation auBerhalb des Wirtes registriert und bvrA mit prfA tragen gemeinsam zur Repression
der Virulenzgene bei.

Lmo1840, ein PyrR Regulator mit Antiterminator-Aktivitit, reguliert die Synthese der Pyrimidin-
Nukleotide. Er wurde in unseren Experimenten genau so wie die anderen Gene des pyr Operons
pyrE, pyrD, pyrF, pyrE runterreguliert. Ein @hnlicher Effekt wurde nach dem Kilteschock bei E.
coli (Phadtare, 2004) und B. subtilis (Beckering, 2002) nachgewiesen; in diesen Organismen wur-
de die Synthese von Purin- und Pyrimidin-Nukleotiden nach Temperatursenkung repremiert. Die
Transkription und die Replikation der DNA korrelieren mit de verlangsamtem Wachstum und
Zellteilung nach dem Kailteschock, was zum Uberfluss an Nukleotiden fiihrt. Unter diesen Bedin-
gungen kann die Repression der Biosynthese von Purin und Pyrimidin-Nukleotiden der Zelle die

Energie sparen.

4.1.8 Anpassung der ribosomalen Prozesse an die Kilte

Die meisten regulierten Gene, die mit ribosomalen Prozessen assoziiert werden, wurden in unse-
ren Experimenten nach einer Stunde nach Kilteschock detektiert. Bei E. coli wurde gezeigt, dass
nach dem Kilteschock ein Grofteil der Proteinsynthese sofort stoppt. Damit kann die Runterregu-
lation der Gene pth (Imo0213) und def (Imol051) erklart werden. Die Produkte der beiden Gene
sind an der Reifung der Proteine nach der Translation beteiligt. pth spaltet die tRNA von der Pep-
tidyl-tRNA nach der Lésung von dem Ribosom und def spaltet Formylmetionin von den fertigen

Proteinen. Beide Gene haben das gleiche Regulationsprofil mit maximaler Repression nach einer

83



DISKUSSION

Stunde nach Kilteschock. Zwei tRNA-Synthetasen (Imo2198 trpS und lmo2747 serS), die wih-
rend der Proteinsynthese die entsprechende Aminosdure mit tRNA binden, wurden nach einer
Stunde ebenso leicht runterreguliert. Die Zunahme der Expression von diesen Genen an spéteren
Zeitpunkten spiegelt die Riickkehr zum normalen Metabolismus und zur effektiven Proteinsynthe-
se in der Zelle wieder.

Das Gen fiir das allgemeine Stressprotein ctc (Imo0211) wurde nach einer Stunde 13-fach runter-
reguliert. Uber seine Homologe in B. subtilis (Korepanov, 2004) und E. coli (Stoldt, 1998) ist be-
kannt, dass ctc an der 5S rRNA bindet und bei verschiedenen Stressarten, vor allem bei Hitzestress
induziert wird. Vermutlich ist es fiir die Genauigkeit der Translationselongation zusténdig oder fiir
die Wiederverwertung von Ribosomen von Bedeutung. Der Kilteschock ist eine kontrire Situati-
on zum Hitzeschock und das kann erkléren, dass die anderen Verinderungen vom Ribosom als bei
Hitzestress bei der Anpassung auftreten.

Das Operon Imo2614-2620, das die Gene der ribosomalen Proteine der kleinen und groB3en Unter-
einheiten des Ribosoms kodiert (Imo2614 - L30, Imo2615 - S5, Imo2616 - L18, Imo2617 - L6,
Imo2618 - S8, Imo2620 - L5), wurde direkt nach dem Kilteschock induziert. Es kann ein Anzei-
chen dafiir sein, dass die Ribosomen de novo synthetisiert oder reorganisiert werden, um die Fehl-
funktion der durch die Kilte beschidigten Fraktion zu kompensieren.

Ein zusitzlicher Hinweis auf die Reorganisation der Ribosomen nach dem Kilteschock ist die 4-
fache Induktion des rbfA Genes unmittelbar nach dem Kélteschock. Sein Produkt steht in Verbin-
dung mit dem Processierung von der 16S RNA und der Reifung der kleinen Untereinheit bei E.
coli (Xia, 2003). RbfA wird auch bei Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica und B. subtilis als Teil
der Kilteantwort hochreguliert (Han, 2005, Beckering, 2002).

Drei Gene fiir verschiedene Pseudouridin-Synthasen, die Urazil zu Pseudouridin umwandeln,
wurden nach Kilteschock induziert. TruB (Imo1328) ist zur Position 55 der tRNA spezifisch und
seine Deletionsmutante bei E. coli weilit eine erhohte Empfindlichkeit der rRNA gegeniiber hoher
Temperatur auf (Kinghorn, 2002). Moglicherweise, katalysieren [mo2244 und lmol949 diese Re-
aktion an spezifischen Positionen der rRNA bei den kleinen und groflen Ribosomuntereinheiten
bei L. monocytogenes. Es wurde vermutet, dass Pseudouridin (psi) in tRNA- und rRNA-
Molekiilen nicht essentiell ist, aber deren Struktur bei nichtoptimalen Temperaturen stabilisiert
(Dalluge, 1997) Diese Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die psi Modifikation bei der niedrigen

Temperatur in den psychrophilen Mikroorganismen der Erhaltung der Flexibilitet der rRNA dient.
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Die Induktion dieser Gene ist ein Hinweis darauf, dass auch bei L. monocytogenes die Strukturerhal-

tung der rRNA einer der Adaptationsmechanismen an Kilte ist.

4.1.9 GTPasen

Die GTPase sind unter den Bakterien weit verbreitet und haben verschiedenen Funktionen in den
grundlegenden zelluldren Prozessen. Die Gemeinsam ist allen konservierten GTPasen, dass sie
ihre Funktion durch die Interaktion mit RNA oder Ribosomen ausfiihren und entweder fiir die
Funktion der Ribosomen oder fiir die Ubertragung der Information an die down-stream Prozesse
notwendig sind (Caldon, 2001). In unseren Experimenten zeichnete sich die Genexpression nach
dem Kilteschock durch eine Vielzahl der induzierten Proteine mit GTP-bindenden Eigenschaften
aus (era Imol462, lepA Imol1499, lmol537, engB Imol558, Imo2779, bipA Imol067, Imol227), was
die Anpassung des Translationsapparatus charakterisieren kann.

Ein weiteres Zeichen fiir die Optimierung der Biosynthese des Ribosoms ist die Induktion von der
era GTPase (Imol462) um Faktor zwei in der frithen Phase der Kilteschockantwort. Es wurde
gezeigt, dass das Homolog der era GTPase in E. coli den Wachstumsdefekt der rbfA Deletionsmu-
tante unterdriickt und eine Rolle bei der Biogenese der kleinen Untereinheit des Ribosoms spielt
(Inoue, 2006). Auch von der GTPase engA von E. coli, die nach dem Kilteschock induziert wurde,
wird die Assoziation mit dem Ribosom vermutet (Caldon, 2003), aber ihre genaue Funktion bleibt
unklar.

Das Gen Imo1499 fiir das in Bakterien und Mitochondrien konservierte Protein LepA wurde nach
1 Stunde nach dem Kailteschock 2,4-fach induziert. Qin mit Kollegen haben demonstriert, dass
dieses Protein bei E. coli eine unikale Funktion des vierten Elongationsfaktors hat, der bei der fal-
schen Translokation des Ribosoms ihn zuriick bringt und erneute korrekte Translokation ermog-
licht (Qin, 2006) March (1992) weisen auch auf die membranassozierte Funktion der GTPasen
(z.B. LepA, FtsY) hin, was sie zu den moglichen Sensoren fiir die Umweltsignale macht.

Fiir das Homolog von lmo1272 in B. subtilis, ylgF wurde erst vor kurzem eine Rolle in der Ribo-
sombildung entdeckt (Matsuo, 2007) Es wird nun mit den unreifen 50S Untereinheiten assoziiert
und fiir den Einbau von L16 und L27 ribosomalen Proteinen durch die GTP-getriebene Konforma-
tionsverdnderungen der 23S rRNA von Bedeutung zu sein.

Imo1067 ist ein weiteres interessantes Gen mit GTPase Aktivitit, das nach dem Kailteschock indu-
ziert wurde. Die Homologen von BipA sind unter den Bakterien und Pflanzen weit verbreitet und

tragen unterschiedliche Funktionen. Sein Homolog wurde in B. subtilis als kilteinduziert, aber fiir
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das Wachstum bei Kilte nicht essentiell eingestuft (Beckering, 2002) Es besitzt die Domine, die
fiir die Elongationsfaktoren G und Tu typisch ist, ebenso wie die GTPase Aktivitit. In E. coli ko-
ordiniert sein Homolog BipA die Expression der Pathogenititsinsel (Grant, 2003), und die Deleti-
on des bipA Gens fiihrt zu einem kéltesensitiven Phinotyp (Pfennig, 2001). Reva et al. (2006) ha-
ben mit Hilfe einer Transposon-induzierten Mutantenbibliothek essentielle Funktion von BipA fiir
das Uberleben bei Kilte von Pseudomonas putida demonstriert. Bei Sinorhizobium meliloti ist
TypA sowohl fiir das Uberleben des Kilte- und SDS-Stresses, als auch fiir die Interaktion mit der
Wirtpflanze Medicago truncatula notwendig (Kiss, 2004)

Owens (2004) konnte in Gel-Filtration Experimenten zeigen, dass BipA bei E. coli an den Ribo-
somen bindet und den Bindungsstelle mit dem EF-G Elogationsfaktor teilt. Die GTPase Aktivitit
von BipA wird durch mit mRNA und aa-tRNA beladenen 70S Ribosomen, aber nicht durch 30S
und 50S Untereinheiten fiinffach induziert und durch hohes Ratio GDT:GTP inhibiert. Die Analy-
se mit den Translationsinhibitoren ergab, dass trotz groBer Ahnlichkeit von BipA und EF-G, wur-
de zum Beispiel, die GTPase Aktivitit von BipA durch die Fusidinsidure nicht blockiert und im
Kontrast zu EF-G durch GDP inhibiert. Die Autoren erkldren den pleiotropen Phinotyp von bipA
Deletionsmutanten durch BipA-abhédngige Regulation eines globalen Regulators Fis, der bei der
Erhohnung des Néhrstoffgehaltes die Translation zu den neuen Bedingungen anpasst und damit
schnelles Wachstum erlaubt. Die Regulation findet statt, indem BipA Konformationsverinderun-
gen an der Ribosom herforruft und die ungewohnlich starke Bindung von 5°-UTR der fis mRNA
zu dem 3’-Stem-Loop in 16S rRNA auflockert und damit die Translation der anderen Transkripten
ermoglicht. Die Erfassung des intrazelluldren GTP:GDP Status und damit verbundene GTPase
Aktivitit erlauben die Translation von fis nur bei dem hohen GTP Gehalt in der Zelle. Obwohl das
Protein Fis nur bei Enterobakterien identifiziert wurde und solche BipA-Fis Interaktion E. coli
spezifisch ist, bei den anderen Bakterien kann BipA seine Funktion auch durch Regulation eines
globalen Regulators ausiiben.

Rowe et al. (2000) zeigten, dass BipA eine dhnliche Funktion in der Regulation der Temperratur-
anhingigen Expression von Kapsel-Antigenen wie Nukleoid-assoziertes Portein H-NS in E. coli
hat. Bei 37°C ist es notwendig zum Erreichen der maximalen Expressionsrate notwendig, und bei
20°C repremiert es die Expression von Cluster 2 Kapsel-Genen.

Uber die Regulation der Expression des bipA Gens ist nicht viel bekannt. In E. coli gehen dem
bipA Gen drei Promotoren voraus, welche Wachstumsphasen-abhiingig reguliert werden (Owens,

2004) In Bordetella bronchiseprica ist die Expression des bipA Gens von der Bindung des globa-
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len Regulators BvgA abhiingig, der den Wechsel zwischen mindestens drei phinotypischen Zu-
stinden mit verschiedenen Expressionsprofilen abhingig von den Umweltbedingungen reguliert
(Mishra, Deora, 2005).

Bei L. monocytogenes wurde Imol067 iiber den ganzen untersuchten Zeitraum aktiviert und spielt
anscheinend eine Rolle in der Optimierung der Translation. Die Bedeutung des lmol067 fiir die
Kélteadaptation ist dadurch bestitigt, dass die in dieser Arbeit hergestellte Deletionsmutante die-
ses Gens einen kiltesensitiven Phinotyp aufwies.

Den restlichen induzierten GTP-bindenden Proteinen (Imoil537, Imol937, Imo2779) konnte im
Moment keine bestimmte Funktion zugeordnet werden. /mol537 wire von besonderem Interesse,
weil es nach einer Stunde nach Kilteschock besonders stark (8,4 fach) induziert wurde und auch
nach zwei Stunden identifiziert werden konnte. Moglicherweise sind diese zusétzlichen neuartigen
Elongationsfaktoren, die an der Anpassung des Ribosoms an die Proteinsynthese bei niedriger

Temperatur beteiligt sind.

4.1.10RNA-Helikasen nach dem Kalteschock

In der Gruppe der mit der Translation assoziierten Gene sind die RNA-Helikasen von besonderem
Interesse. Die RNA-Helikasen sind an fast allen RNA-gebundenen Prozessen beteiligt. Sie ent-
winden die Sekundirstruktur der RNA-Molekiile und machen sie damit fiir spezifische Enzyme
zuginglich, z.B. fiir die Translation oder den RNA-Abbau.

L. monocytogenes hat insgesamt vier Gene fiir RNA-Helikasen im Genom. Alle vier RNA-
Helikasen von L. monocytogenes. wurden nach Kélteschock induziert. Das Maximum der Expres-
sion von den Helikasen wurde nach einer Stunde nach Kilteschock beobachtet, zu spiteren Zeit-
punkten klang die Induktion ab. Die Bedeutung von solchem Expressionsmuster der RNA-
Helikasen kann die Anpassung des Translationsapparats direkt nach Temperatursenkung an ver-
anderte Umweltbedingungen sein. Imo0866 wurde nur nach einer Stunde nach Kilteschock akti-
viert und spéter nicht mehr detektiert. Imo1450 war das einzige Gen fiir RNA-Helikase, das auch
bei dem dauerhaften Wachstum bei 15°C leicht hochreguliert war (1,8-fach). Imo1722 konnte un-
ter diesen Bedingungen nur mit einem hohen “fals discovery rate” Wert von 5,8 als kilteinduzier-
tes Gen identifiziert werden.

Die RNA-Helikasen sind aufler mit der Translationsinitation auch mit den Degradosomen assozi-
iert. Brandi mit Kollegen (1999) haben gezeigt, dass in den E. coli Zellen, in den die RNA-

Helikase CsdA am Plasmid iiberexpremiert wurde, die Konzentration von Transkript des cspA
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Gens fiir Kilteschockprotein hoher war, als in den Wildtypzellen. Dieser Effekt ist moglicherwei-

se durch Schutz des cspA- Transkripts von den RNAsen zu erkliren.

4.1.11 Kilteschockproteine

Durch die Sequenz-Analyse mit dem BLAST Programm wurden im Genom von L. monocytoge-
nes EGD-e drei Gene fiir Proteine der Csp-Familie identifiziert. Sie alle wurden nach dem Kilte-
schock reguliert. Das Gen des Hauptkilteschockproteins von L. monocytogenes, CspLA, hat die
hochste Homologie zu den Hauptkilteschockproteinen CspA von E. coli und CspB von B. subtilis.
Mit einem maximalen Faktor von 14 zwei Stunden nach dem Kilteschock war es eins der am
stiarksten induzierten Gene.

Die Proteine der Csp-Familie besitzen eine Nukleinsduren-bindende Doméne und kénnen sowohl
an Einzelstrang-DNA als auch an RNA binden. Mit dieser Bindung partizipieren sie moglicher-
weise nach dem Kilteschock an Transkription und Translation. Fiir B. subtilis wurde demonstriert,
dass das Homolog des CspLA Proteins, CspB, bevorzugt an der ssDNA an den Sequenzen mit der
Kernsequenz ATTGG oder an dem komplementdren Y-Box CCAAT bindet (Schroder, 1995).
Vermutlich unterstiitzt CspB die Bildung oder die Stabilisierung des offenen Komplexes der
RNA-Polymerase (Graumann, 1996). Fiir mindestens zwei Gene: das fiir H-NS Protein Ans (La
Teana, 1991) und das fiir a-Untereinheit der DNA-Gyrase gyrA (Jones, 1995), wurde die
Transkriptionsaktivatorfunktion von CspB nachgewiesen. 94 Gene von L. monocytogenes EGD-e,
die in unseren Experimenten hoch oder runterreguliert wurden, tragen innerhalb von 250 Basen
Bereich vor dem Startkodon die ATTGG Sequenz. Etwa die Hilfte dieser Gene wurde induziert,
der Rest reprimiert. Ob diese Gene die Targets fiir CspLA sind, bedarf experimentelle Untersu-
chungen.

In E. coli demonstrierten Bae mit Kollegen (2000) die Csp-abhédngige Expression des yhbC-nusA-
infB-rbfA-rpsO-pnp Operons durch Antitermination der Transkription. In vitro schwiécht die Zu-
gabe der Proteinen CspE, CspC und CspA in physiologischer Konzentration die Termination an
verschiedenen Terminatoren. In vivo induzierte die Uberexpression von klonierten Csps die Ex-
pression von dem Operon downstream zu einem multiplen Terminator. Die Produkte der Gene
dieses Operons sind die kélteinduzierten Proteine in E. coli, B. subtilis und zum Teil in L. monocy-
togenes. Sie ermoglichen die effektive Transkription bei niedriger Temperatur. Bei L. monocyto-

genes sind die Gene nusA-infB-rbfA-truB in einem Operon organisiert, und CspLLA kann iiber die

88



DISKUSSION

oben beschriebene Funktionalitét die Transkription dieses Operons bei einer allgemeinen Verlang-
samung der Proteinsynthese begiinstigen.

In der Arbeit von Hofweber et al., (2005) wurde anhand der Daten aus den Experimenten im zell-
freien E. coli Modell vermutet, dass Csp Protein auf den GroBteil der Proteinsynthese nicht als
Chaperon wirkt, sondern ungekehrt die Transkription und Translation inhibiert. Die Inhibition der
Proteinsynthese konnte durch Zugabe von Hepta-2'-desoxy-Thymidylate, welches Csp komplett
bindet, aufgehoben werden. Allerdings handelt es sich bei der Arbeit von Hofweber um einen Ein-
zelbericht. Es existieren dagegen mehrere Beweise fiir die Funktion von Csp-Proteinen bei E. coli
als RNA-Chaperone (Bae, 2000, Jiang, 1997).

El-Sharoud (2007) hat postuliert, dass Csp Proteine die Rolle in der Ankopplung zwischen
Transkription und Translation bei Bakterien spielen und im Komplex mit RNA-Helikasen agieren.
Die Csp Proteine sind in den Transfer der linearen mRNA vom Syntheseort im Nukleoid zu den
Ribosomen involviert, was fiir eine effektive Initiation der Translation wichtig ist. Die Helikasen
entwinden die Sekundirstrukturen, wihrend die Csps Bildung der neuen verhindern, indem sie
mRNA in linearer Form fixieren. Das stimmt mit den Ergebnissen verschiedener Forschungsgrup-
pen iiber die Interaktion zwischen Csps und Helikasen iiberein. Zusitzlich, tragen zum Beispiel
bei E. coli die cspA, c¢spB und die Helikase csdA in ihrem 5’ -nichttanslatierten Bereich eine ,,cold-
box“ Sequenz UGACGUACAGA mit nur einem Basenaustausch, die eine gleichzeitige Aktivie-
rung der Expression dieser Gene hervorruft. Bei L. monocytogenes konnte diese Sequenz mit bis zu
zwei Mismatches nicht nachgewiesen werden.

Es ist auch moglich, dass die Anreicherung der cspA mRNA nach dem Kilteschock nicht nur
durch die Induktion des Gens, sondern auch durch erhdhte Stabilitit der mRNA unter diesen Be-
dingungen zu Stande kommt. Einige Arbeitsgruppen demonstrieren, dass die interne Strukturen im
5’-5’-nichttranslatierten Bereich der cspA mRNA von der Hydrolyse durch RNAsen schiitzen
(Brandi 1999, Xia, 2002).

Wemekamp-Kamphius mit Kollegen (2002) fanden vier Loci (cspl-4), die in der Southern-
Hibridisierung mit der cspB Probe von B. subtilis beim Stamm L. monocytogenes LO28 ein Si-
gnal lieferten. Zwei von ihnen (cspl und 2) wurden beim Kiltestress und hohem Druck induziert,
und die anderen zwei wurden unter diesen Bedingungen nicht identifiziert. Dies deutet auf weitere
Funktionen der Csp-Proteine bei L. monocytogenes neben der Anpassung an niedrige Temperatu-

ren hin.
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cspD (Imo1879), das homologe Gen zum Gen fiir Hauptkélteschockprotein cspLA, wurde nach
zwei Stunden nach dem Kilteschock 4,2-fach runterreguliert und an anderen Zeitpunkten nicht
mehr beobachtet. cspB (Imo2016) wurde nach dem Kailteschock nicht beobachtet, wurde aber
beim dauerhaften Wachstum bei 15°C 11,5-fach runterreguliert. Das kann bedeuten, dass diese
Proteine trotz ihrer Homologie zu dem Hauptkélteschockprotein CspLA andere Funktionen bei L.
monocytogenes tragen und einer anderen Regulation unterliegen.

Bei E. coli sind von neun Proteinen der Kilteschockproteinfamilie nur vier kilteinduziert: CspA,
CspB, CspG, Cspl, cspC und CspE werden bei 37°C konstitutiv expremiert und CspD wird mit
der frithen stationédren Phase in Verbindung gebracht (Yamanaka, 1998). Etchegaray mit Kollegen
(1996) haben bei E. coli die Funktion von zwei kilteinduzierten Csp Proteinen CspA und CspB als
Thermormostaten fiir verschiedenen Temperaturbereich vorgeschlagen, da diese Proteine ihr In-
diktionspeak bei unterschiedlichen Temperaturen haben. Es konnte auch sein, dass bei Listeria ein
Temeraturschift von 37°C auf 15°C fiir die Induktion von CspLB und CspLC nicht ausreicht. Bei
B. subtilis werden die CspB und CspC Proteine auch ohne Kiltestress beim Ubergang in die sta-
tiondre Phase expremiert (Graumann, 1999) und angeblich durch die Inaktivierung der Riboso-

men, die unter beiden Bedingungen auftritt, induziert.

4.1.12 Transkriptionsregulatoren nach dem Kiilteschock

Die sofortige Antwort auf die Temperatursenkung wird durch eine Vielzahl von veridndert expri-
mierten Regulatoren charakterisiert. In unseren Experimenten wurden 17 Proteine mit regulatori-
scher Funktion induziert und 13 reprimiert (siche Tabellen I und II im Anhang). Dieses Maximum
in der Anzahl der Regulatoren nach einer Stunde deutet darauf hin, dass zu diesem Zeitpunkt die
intensivsten Verdnderungen stattfinden Zu spéteren Zeitpunkten nimmt die Anahl an Regulatoren
ab. Beim dauerhaften Wachstum bei 15°C wurden keine Regulatoren iiber dem Grenzwert (Regu-
lierung um den Faktor 2) gefunden.

Die maximale Induktion nach dem Kilteschock wurde bei ginR (Imol298) beobachtet (15-fach
nach einer Stunde). GInR ist ein Repressor der Glutamin-Synthetase g/nA, des Schliisselproteins
der Stickstoffassimilation bei gram-positiven Bakterien (Schreier, 1989). Die Repression von der
Glutamin-Synthetase durch den Repressor GInR sofort nach dem Kélteschock deutet auf eine Inhi-
bierung der Stickstoffaufnahme in den Zellmetabolismus hin. Das korreliert gut mit der verminder-
ten Aminosdurensynthese. Das kann ein Mechanismus sein, iiber den L. monocytogenes den Amino-

saurenmetabolismus bei der Temperaturverdnderung steuert.
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Die stirkste Induktion nach g/nR fand sich fiir ein Protein mit einer vermutlichen Regulatorfunkti-
on Imo2021. Es verfiigt iber ein helix-turn-helix Motiv und eine potenzielle Bindungsdoméne fiir
kleine Molekiile. Das Induktionsmaximum fand sich nach einer Stunde, danach klang die Indukti-
on ab. Dieses Regulationsmuster spricht fiir die Bedeutung des /mo2021 fiir die sofortige Kdlte-
schockantwort.

Die Induktion von dem Gen Imo2460 ist nach dem Kilteschock von Bedeutung. Sein Homolog in
B. subtilis, CggR, ist ein Repressor des gap Operons und ist somit der Hauptregulator der Glyko-
lyse (Ludwig, 2001) Die Induktion dieses Gens kann die Repression von den glykolytischen Ge-
nen nach Kilteschock bei L. monocytogenes erkléren.

Zwei Regulatorproteine der MarR Familie (,,multiple antibiotic resistance regulator) der proka-
riotischen Regulatoren, /mo0266 und Imo0989, wurden nach dem Kilteschock méBig induziert.
Die Proteine dieser Familie sind an der Produktion von Virulenzfaktoren beteiligt, welche mit der
Reaktion auf Antibiotika und auf oxidativen Stress assoziiert sind (Wilkinson, 2006).

Imo0443 und Imo1026, die Vertreter der LytR Familie, wurden nach dem Kilteschock reprimiert.
Die Proteine dieser Familie beeinflussen vermutlich iiber eine Regulation der Autolysine die Sta-
bilisierung der Zellwandstruktur. Brunskill und Baleys (1996) stellten bei einer Mutante von S.
aureus mit Deletionen im lytRS Zweikomponentensystem erhebliche Schidden in der Zelloberfla-
che fest. Chatfield et al. (2005) demonstrierten fiir S. mutans, dass der LytR Regulator die autoly-
tische Aktivitidt in den Zellwidnden schwiicht, moglicherweise durch die Repression der Autolysin-
Gene. Moglicherweise fiihrt bei L. monocytogenes das Repremieren der autolytischen Aktivitét
durch Proteine Lmo0443 und Lmo1026 nach Kilteschock zu einer Repression der Zellteilung in
den ersten Stunden.

Die 3,5-fache Induktion des recX (Imol693) Gens kann auf die Initiierung der DNA-Reparatur-
Prozesse nach dem Kilteschock hinweisen. RecX ist ein Regulator der recA Aktivitit (Pages,
2003) der DNA-Rekombinase, die an der SOS-Responce und der rekombinanten DNA-Reparatur
beteiligt ist.

Die induzierten Regulatoren mit bis jetzt unbekannter Funktion und ihren unbekannten Targets,
wie Imo0522, Imo2128, Imo2165 und Imo2408, konnten auch eine Rolle in der Optimierung der
Stoffwechselwege nach dem Kilteschock spielen.

Einige Regulatoren wurden nach dem Kilteschock runterreguliert. Zum Beispiel lmo2485 wurde
nach einer Stunde runterreguliert und spiter nicht mehr zu detektieren. Fiir sein Homolog, das

PspC Protein in E. coli, Y. enterocolitica und S. enterica, wird eine positive regulatorische Funkti-
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on des pcp Operons (,,phage shock proteins*) vermutet. Das pcp Operon ist mit der Pathogenitét
der Keime assoziiert; seine Expression ist in E. coli vom sigma-32 (Hitzestress-Sigmafaktor) ab-
hingig und wird unter Hitze-, Salz- und Phagenstress induziert (Weiner, 1991 diesen Beobachtun-
gen, einerseits die Runterregulation von Imo2485 nach Kilteschock und andererseits die Induktion
seines Homologs im Hitze-, Salz- und Phagenstress, lidsst sich eine Gegensitzlichkeit des Kilte-
stress zu Hitzestress und Invasionsprozessen ableiten. Deshalb werden dieser Regulator und die
thm unterordneten Gene ausgeschaltet, weil sie nach dem Kilteschock nicht gebraucht werden.
Zwei Gene fiir Regulatoren der GntR-Familie (Imo0948 und Imo0958), die fast immer als negative
Regulatoren beschrieben werden, wurden nach Kilteschock ebenso runterreguliert: [mo0948 liegt
entgegengesetzt zu einem Gen mit unbekannter Funktion, [mo0949, das nach dem Kilteschock 5-
fach induziert wurde. Eine solche Orientierung und ein solches Regulationsmuster lassen vermu-
ten, dass Imo0949 ein Target fiir Produkt des Gens [mo0948 sein konnte.

Imo0958 liegt am Ende einer moglichen Transkriptionseinheit, die zwei Gene fiir den Aminozuk-
kermetabolismus kodiert: N-Acetylglulosamine-6-Phosphate Deacetylase /mo0956 und Glukosa-
mine-6- Phosphate Isomerase /mo0957. Beide sind an der Synthese des Glykosamins fiir die Zell-
wandbiosynthese assoziiert. Damit ist die Beteiligung von Imo0958 an der Regulation dieses Pro-
zesses moglich.

Imo2795 ist ein Homolog des Gens rpiR, des negativen Regulators des rpiB Gens der Ribose-
Phosphat-Isomerase fiir den Ribosekatabolism-Stoffewechselweg (Sorensen, 1996). Es wurde
nach einer und zwei Stunden nach dem Kilteschock repremiert. Zu der RpiR Familie gehort auch
der an allen Zeitpunkten runterregulierte Transkriptionsregulator /mo2731.

Das Regulatorgen Imol1996 (3-fach runterreguliert) bildet eine mogliche Transkriptionseinheit mit
Imo1995, Imo1994 und Imo1993, die nach einer Stunde Kilteschock ebenso ca. 3-fach runterregu-
liert wurden. Dieses Operon ist ein Homolog zu dem dra-nupC-pdp Operon von B. subtilis (Sa-
xild, 1996), das die Gene fiir die Aufnahme und den Metabolismus von Nukleosiden kodiert. Sei-
ne Expression unterliegt der katabolischen Repression durch Glukose und wird durch den DeoR
Repressor reguliert (Zheng, 1999). Vermutlich erfiillt Lmo1996 bei L. monocytogenes dieselbe
Funktion und spielt nach dem Kilteschock eine Rolle in der Runterregulation des Nukleotidenme-
tabolismus. Wenn das Wachstum der Kultur nach dem Kilteschock voriibergehend anhilt, entsteht
der Uberfluss an Metabolyten, unter anderem auch Glukose, was zur Repression von einigen Pro-

zessen fiihrt.
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Ein Regulatorgen der MerR-Familie, /mo2329, wurde nach dem Kailteschock im Zeitverlauf mit
abnehmendem Faktor runterreguliert. Die MerR Familie vereint die Metall-sensing Regulatoren,
die den Export der Metalle aus der Zelle regulieren und damit der Entgiftung der Zelle dienen
(Hobman, 2007) Unter Kiltestress erfiillen sie moglicherweise auch bei L. monocytogenes diese
Funktion. Diese Hypothese wird durch die Induktion von /mo1300 (Gen fiir Arsen Export-Pumpe)

und /mo2062 (Gen fiir Kupferresistenzprotein) gestiitzt.

4.1.13Zwei-komponenten Systeme

Die Zwei-Komponenten-Systeme sind bei den Untersuchungen der Stressantwort jeder Art sehr
interessant, weil sie als Sensoren fiir die Signalaufnahme dienen konnen. Ein allgemeiner Sensor
fiir Temperatursenkungen wurde in Bakterien bis jetzt nicht gefunden. In unseren Untersuchungen
wurde eine Reihe der Gene fiir Zwei-Komponenten-Systeme schwach reguliert (Tabelle II im An-
hang). Das leicht induzierte Operon lmol507-Imo1508 stellt ein Zwei-Komponenten-System dar.
Imo1507 wurde nach einer Stunde nach Kilteschock 3,8-fach hochreguliert, zu den spéteren Zeit-
punkten jedoch nur unter dem Signifikanzgrenzwert detektiert. Es ist homolog zu dem yclJ Gen
von B. subtilis, fiir das eine Induktion unter Sauerstofflimitierung festgestellt wurde (Hartig,
2004). Die Induktion war allerdings nicht ohne Bindung eines anderen Response-Regulators mog-
lich. Imo1508 ist ein Homolog von phoR, des Gens fiir Sensorprotein des Phosphat-Regulons, und
wurde nach vier Stunden nach Kilteschock 2,2-fach induziert. Die Bedeutung dieses Systems in
der Kilteschockantwort blieb in der vorliegenden Arbeit unklar.

Die Gene agrA (Imo0050) und agrC (Imo0051), welche ebenfalls ein Zwei-Komponentensystems
bilden, wurden zwei und vier Stunden nach Kélteschock 3-4-fach runterreguliert. In S. aureus re-
guliert dieses Zwei-Komponenten-System die Expression von einigen Virulenzfaktoren und ande-
ren Exoproteinen iiber eine Regulation der Expression des RNAIII-Molekiils (Novick, 1995) In L.
monocytogenes wurde agr Lokus ebenso in Verbindung mit Virulenz gebracht, weil die dagrA
Mutante eine verminderte Virulenz im Maus-Model aufwies und eine veridnderte Expression von
einigen sekretierten Proteinen zeigte (Autret, 2003). Wahrscheinlich, wird dieses Zwei-
Komponenten-System nach dem Kélteschock nicht benotigt und deshalb runterreguliert.
Weiterhin wurden unter den hochregulierten Genen zwei Histidinkinasen mit vermutlich sensori-
scher Funktion identifiziert: /mo0799 (anhand der ERGO-Klassifizierung eine sensorische Trans-

duktionsproteinkinase EC 2.7.3.-) und lmol741 (Zwei-Komponenten Sensor-Histidinekinase EC

93



DISKUSSION

2.7.-.-). Benachbarte Gene zum Imol741, Imol740, (putativer Transporter fiir Aminosduren) und
Imol1742 (adeC, wurde in B. subtilis als Adenindeaminase beschrieben) weisen andere Regulati-
onsmuster auf und sind anhand der Homologie keine regulatorischen Proteine. Wahrscheinlich
werden die Targets fiir diese Histidinkinase von anderen Genen kodiert. Fiir [mo0799 ist die Rolle
fiir die Regulation des Sigma-Faktors nicht auszuschlie3en (siche unten).

Das nach Kilteschock induzierte Gen /mol022 wurde anhand der Sequenzhomologie als Regula-
tor der Zwei-Komponenten Systems annotiert. Das Zwei-Komponenten-System [mol022-Imol021
(Homolog zu liaRS bei B. subtilis) ist ein Teil des Operons lialHGFSR. Das System wurde als
Sensor fiir den Zellwandstress beschrieben, der durch Antibiotika Vancomycin, Bacitracin, Ramo-
planin verursacht wird (Jordan, 2006, Masher, 2003) Alle diese genannten Antibiotika interagieren
mit dem Lipid II Zyklus in der Zellmembran, der einen Engpass in der Biosynthese des Zellwand-
polymers darstellt.

Die Induktion von Imol022-lmol1021 wurde als Teil der Zellantwort auf subletale Konzentrationen
von Bacitracin identifiziert. Die entsprechende Proteinkinase /mol021 (Homolog zu lia$ in B.
subtilis) wurde nur schwach (1.6-1.8-fach) induziert. Zusammen mit den anderen Zellwand-
stresskinasen BceS, YvcQ und LiaS bildet sie eine besondere Gruppe der Kinasen mit einem be-
sonders kurzen N-terminalen Sensing-Domain, das komplett in der Zellmembran versunken ist
und sein Signal direkt in der Membran wahrnimmt. Die Kinase /mol021 wurde bei allen gram-
positiven Bakterien mit Ausnahme von Clostridien gefunden und wird oft mit den Transportern in
Verbindung gebracht Bei B. subtilis wurde die minimale Bindungssequenz fiir LiaR identifiziert
(Jordan, 2006)

Im Genom von L. monocytogenes gibt es zwei mogliche Bindungsstellen fiir LiaR: einmal vor
dem Homolog fiir B. subtilis Gen liaF (Imol020 in B. subtilis) und zum anderen vor dem hypothe-
tischen Protein /mo0954. Diese Gene stellen daher mogliche Targets fiir die Regulation durch Li-
aR dar. Fir LiaF, einen potentiellen negativen Regulator der LiaR abhéngigen Gene, ist die LiaR-
abhingige Expression bei B. subtilis nachgewiesen (Jordan, 2006). Obwohl in unseren Experimen-
ten [mo0954 nicht induziert und /mo 1020 nur unsignifikant induziert wurden, kann es weitere Tar-
getgene fiir LiaR geben, wenn die Bindungssequenz bei Listeria sich von der bei B. subtilis unter-
scheidet. Die Induktion dieses Zwei-Komponenten Systems konnte bedeuten, dass die L. monocy-
togenes nach dem Kilteschock die Anzeichen des Zellwandstress aufweist, mit Reaktionen auf

zellwandgerichtete Antibiotika identisch sind. Méglicherweise, detektiert LiaRS die Stérungen in
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der Teichonsdurebiosynthese als Signal der Kilte. Damit konnte die LiaR eine Rolle in der Anpas-

sung der Zellwandbiosynthese bei niedrigen Temperaturen spielen.

4.1.14Beteiligung der Sigma Faktoren an der Anpassung nach dem Kilte-

schock

Die Kiltestressantwort ist eine sehr umfangreiche Reaktion des Bakteriums, die sich aus vielen
Aspekten und den Veridnderungen mehrerer Stoffwechselwege zusammensetzt. Deshalb stellt sich
die Frage nach dem globalen Regulator, der die einzelnen Reaktionen koordiniert. Ein tibergeord-
neter Regulator fiir die Expression von kilteassoziierten Genen konnte bis jetzt nicht identifiziert
werden. Fiir die Antwort auf Hitzeschock wurde bei vielen Bakterien wie E. coli, Sterptomyces
coelicolor, Sinorhizobium meliloti, ein spezifischer Sigma-Faktor identifiziert (Kormanez, 2000,
Aramaki, 1999, Erickson, 1989). Ein entsprechender Sigma-Faktor fiir den Kilteschock ist bis
jetzt nicht bekannt.

Der universelle Stress-Sigma-Faktor B (62, Imo0895) ist bei L. monocytogenes an der Antwort auf
pH, Salz, stationires Wachstum, Hitze, Invasionstress beteiligt (Sue, 2004, Sleator, 2003, Ferreira,
2004). Vermutlich spielt er auch bei der Kilteanpassung eine Rolle. (Becker, 2000, Moorhead,
2004). In unseren Untersuchungen wurde 6® nur leicht (2,4-fach) nach einer Stunde repremiert
und war zu spiteren Zeitpunkten sowie beim dauerhaften Wachstum bei 15°C nicht mehr nach-
zuweisen. Dies konnte die Repression von 14 6> -abhiingigen Genen nach einer Stunde nach Kiil-
teschock erkldren. Darunter befinden sich Gene, die fiir den Osmolyten-Transporter OpuC, den
Mannose-Transporter und fiir das allgemeine Stress-Antwort Protein Ctc kodieren. Auch fiir diese
Gene konnte zu spéteren Zeitpunkten keine Repression mehr nachgewiesen werden.

Becker et. al zeigten mit ihren Experimenten eine wachstumsphase-abhédngige Rolle von c® in der
Kilteanpassung, die hauptsidchlich durch GB—abh'angige Osmolytenaufnahme vermittelt wurde. Fiir
die Kultur in der stationidren Wachstumsphase war die 6°-abhiingige Adaptation eher von Bedeu-
tung, als fiir die logarithmisch wachsende. Die meisten Untersuchungen zur Rolle von c® in der
Kiélteadaptation wurden bei stirkerem Kiltestress durchgefiihrt (37°C auf 8° bei Becker, 4°C bei
Moorhead). Moglicherweise war die Temperatursenkung von 37°C auf 15°C bei der logarithmisch
wachsenden Kultur von Listeria in dieser Arbeit fiir die Induktion von 6" nicht ausreichend. Dies

spricht dafiir, dass bei Kélteschock eher die anderen Regulatoren eine Rolle spielen.
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Die Regulation der c° Expression durch Rsb-Proteine ist bei dem Umwelt- und Energie-Mangel-
Stress relativ gut untersucht Diese Regulation wird auch durch die Inaktivierung des ° durch die
Verbindung mit dem Anti-Sigma-Faktor RsbW beeinflusst. RsbW wird wiederum durch den Anti-
Anti-Sigma-Faktor RsbV reguliert, welcher durch Phosphorelierung und Dephosphorylierung ak-
tiviert, bzw. inaktiviert wird. Fiir einige Stressarten sind die Phosphatasen bekannt (RsbP, RsbU),
die den RsbV dephosphorelieren (Voelker, 1995). Die Antwort auf Kiltestress scheint dabei
RsbV-unabhingig zu sein und kann eher durch die Unterschiede in der Synthese und Stabilitit von
RsbW und 6® Proteinen funktionieren (Brigulla, 2003).

Die Expression der c° -regulatoren der Rsb-Familie konnte in unseren Experimenten nicht nach-
gewiesen werden. Das Gen Imo0799 (Homolog zu ytvA von B. subtilis) wurde jedoch nach einer
Stunde nach dem Kilteschock leicht induziert. Nach der Klassifizierung von NCBI wird [mo0799
in die COG-Klasse SPOITAA Anti-Anti-Sigmafaktoren fiir die Regulation durch Signaltransdukti-
onsmechanismus eingeordnet. Fiir dieses Gen wurde vor kurzem die Rezeptorfunktion fiir blaues
Licht (Gaidenko, 2006) entdeckt. YtvA gehort zu der RsbR Protein-Familie und hat in B. subtilis 5
Paraloge: RsbRA, RsbRB, RsbRC, RsbRD und RsbD (Kang, 1998). In YtvA ist jedoch das Thre-
onin in der C-terminalen Sulphat-Transporter-Anti-Sigma (STAS) - Domaine gegen ein geladenes
Glutamat ausgetauscht.

Auf dem N-Terminus befindet sich ein ligh-oxigen-voltage (LOV) Domain, dhnlich den Domai-
nen von pflanzlichen Phototropinen, gekoppelt mit einem C-terminalen Kinase-Domain. Pflanzli-
cher LOV-Domain bindet einen Flavin-Mononukleiotid Chromophor (FMN). Bestrahlt mit blau-
em Licht bindet das Chromophor an den konservierten Cystein-Rest innerhalb des LOV Domains.
Die daraus resultierende Strukturverdnderung wird an die benachbarten Serine/Threonin-Kinase
Domain und Helix-Turn-Helix Domain weitergeleitet (Losi, 2004). YtvA Protein triagt ein
LPXTG-Motif, das der Verankerung an der Zelloberflidche dient. YtvA Protein kann damit in L.
monocytogenes eventuell das Weiterleiten von Umweltstresssignal an den Stress-Regulator o"
ermoglichen. Fiir YtvA in B. subtilis wurde vor kurzem eine positive regulatorische Funktion fiir
die o®- abhingige Stressinduzierte Gene nachgewiesen (Suzuki, 2007). Es wurde demonstriert,
dass bei der normalen Expression von YtvA Licht keine Expression von 6" induziert, die Verstir-
kung der Salz-induzierten oP—Aktivitit ist jedoch nur in Anwesenheit von YtvA moglich ist. Das
konnte bedeuten, dass YtvA die Wirkung von zwei verschiedenen Umweltreizen verbiindelt und

zu einem Signal konvertiert. Blaues Licht ist ein normaler Bestandteil des Sonnelichts und konnte
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so als ein Signal fiir einen Oberflichenaufenthalt des Bakteriums dienen. Damit konnte das YtvA

Protein ein neuartiger Sensor fiir Kélte sein.

4.2 Reprimierte Gene nach dem Kilteschock

Wenn die Proteinsynthese stockt, kann durch das Runterregulieren bestimmter Gene die Synthe-
sekapazitit fiir die Anpassung des Stoffwechsels an die verdnderten Umweltbedingungen gestei-
gert werden. Nach dem Kilteschock wurden 220 Gene signifikant runterreguliert (Tabelle II im
Anhang). Aufler einer groen Gruppe von Genen mit unbekannten Funktionen konnten die Gene
identifiziert werden, die folgende wichtige Prozesse kodieren: Hitzeschockantwort, allgemeine
Stressantwort, Virulenzfaktoren, Transport von Zucker und Aminosduren, Aminosidurenbiosynthe-
se, Synthese der sekundidren Metabolyten, Zellwandbiosynthese, Regulatoren. Die Mehrzahl der
runterregulierten Gene wurde entweder nach einer Stunde Kilteschock identifiziert oder zeigte
nach einer Stunde die stirkste Repression. Das Abklingen der Repression zu spiteren Zeitpunkten

spricht fiir die Wiederaufnahme der Funktionen, die ein normales Wachstum begleiten.

4.2.1 Hitzeschock Gene

Die Gene fiir Chaperone dnaJ (Imol472), dnaK (Imol473), groEL (Imo2068), groES (Imo2069),
zugehorig zum hrcA Regulon (Hitzeschock-Gene der Klasse I), wurden in unseren Experimenten
sofort nach dem Kilteschock stark repremiert. Das Regulatorgen vom dnaK Operon, hrcA
(Imol1475) (Hanawa, 2000), war zu allen Zeitpunkten 17- bis 34-fach runterreguliert. Auch beim
dauerhaften Wachstum bei 15°C wurden diese Gene repremiert, allerdings nicht so stark. Mogli-
che Erkldrung fiir die Repression von den Hitzeschockgenen wire, dass nach dem Kilteschock
kein Bedarf an Chaperonen besteht, weil bei der verminderten Proteinsynthese kein Substrat (mis-
gefalteten Proteinen) vorhanden ist. Die von Liu et al. (2002) demonstrierte Induktion von groEL
bei L. monocytogenes bei Kilte konnte in unseren Experimenten nicht bestétigt werden. Die Re-
pression von den Hitzeschockgenen stimmt mit den Beobachtungen bei B. subtilis und E. coli
(Beckering, 2002, Phadtare, 2004) iiberein, auch in diesen Bakterien wurden die Gene fiir die
Antwort auf Hitze- und Kélteschockstress entgegengesetzt reguliert.

Die Gene fiir hitzeinduzierte Proteasen (Hitzeschock Gene der Klasse II) clpB (Imo2206), clpP
(Imo2468), clpY (Imo1279) wurden ebenso repremiert. Die Gene fiir Proteasen ClpP und ClpY
wurden nur nach einer Stunde detektiert. Dagegen wurde clpB auch beim dauerhaften Wachstum

bei Kilte repremiert. clpB ist in dem dem nah verwandtem B. subtilis nicht vorhanden. ClpB
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konnte also ein fiir L. monocytogenes spezifischer Virulenzfaktor sein. Chastanet (2004) fand, dass
clpB Gen Domaine fiir die Proteinase und ATPase-Aktivitét trigt und damit an dem Virulenzpro-
zess beteiligt ist. ClpB erhoht die induzierte Termotoleranz von L. monocytogenes, aber nicht in
die Antwort auf Hitze, Kilte, Salz und Detergenzstress einbezogen ist. Starke dauerhafte Repres-
sion nach dem Kilteschock kann mit dem Signal ,,au8erhalb des Wirts* verbunden sein.

ctsR, ein Repressor der Hitzeschock-Gene der Klasse III (Nair, 2000, Krueger, 1998), wurde in
unseren Experimenten auf der Transkriptionsebene nicht identifiziert. Der CtsR-Regulator ist in
den gram-positiven Bakterien mit niedrigem G+C Gehalt weit verbreitet. Er reprimiert das clp-
Operon, indem er bei Temperaturen unter 37°C in seiner Dimer-Form im Operator-Bereich der
regulierten Gene bindet, und zwar an der direkt wiederholten heptanukleotiden Sequenz, und da-
mit die Expression der Gene verhindert. Bei Temperaturen iiber 42°C wird die Bindung an die
Operator-Sequenz gelost (Derre, 2000). Vermutlich wird die Funktion von CtsR nicht iiber dessen
Expression, sondern iiber seine temperaturabhéngige Affinitit zur Ziel-Operator-Sequenz reguliert.
clpB und clpP wurden in der Arbeit von Liu et al. (2002) bei Kilte induziert. Die Bedeutung die-
ser Proteasen fiir die Kilteanpassung kann auch im Abbau von Proteinen liegen, welche von kilte-
geschidigten Ribosomen fehlerhaft synthetisiert wurden.

Imo0211, das Gen fiir das allgemeine Stressprotein Ctc, wurde nach einer Stunde nach dem Kilte-
schock 13-fach runterreguliert. Uber seine Homologe in B. subtilis (Korepanov, 2004, Smalisch,
2002) und E. coli (Stoldt, 1998) ist bekannt, dass Ctc an der 5S rRNA bindet und bei verschiede-
nen Stressarten, vor allem bei Hitzestress induziert wird. Vermutlich ist Ctc fiir die Genauigkeit
der Translationselongation von Bedeutung. Es mag auch an der Wiederverwertung von Riboso-
men beteiligt sein. Der Kilteschock ist eine entgegengesetzte Situation zum Hitzeschock und des-

halb lduft die Anpassung vom Ribosom in eine andere Richtung.

4.2.2 Reprimierte Transporter nach Kilteschock

Nach Kilteschock wurden 27 Gene mit Transporter-Funktion reprimiert. Unter diesen fanden sich
viele Zucker-Transporter (mptABC, Mannose-Transporter Imo0781-0782, nicht identifizierte Zuk-
ker-Transporter [mo2650, Imol1389-1391, Imo2415, Imo2760 und Trehalose-spezifisches Protein
Imol1255). Imo2760 blieb auch weiter bei 15°C 2-fach repremiert (q=1,9%). Die Repression der
Transporter schiitzt die Zelle vor dem Uberfluss an Substraten Beim verlangsamten Stoffwechsel
nach dem Kailteschock. Die Aminosduren-Transporter (Glutamintransporter ginP (Imo0847-

Imo0848, Imo2469) und Oligopeptide-Transporter [mo0555, Imo2569 wurden zu allen Zeitpunkten
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stark reprimiert. [mo2196 (oppA) wurde nach der initialen Repression nach einer Stunde nach Kal-
teschock bereits nach vier Stunden wieder aktiviert. Die Osmolytentransporter opuB, opuC, betL
wurden nach einer Stunde stark reprimiert, aber zu spéteren Zeitpunkten nicht mehr detektiert. Die
Repression von opuC und opuB wurde bereits bei B. subtilis nach dem Kaélteschock beobachtet
(Kaan, 2002).

Auch die Gene fiir die Aufnahme von Eisen und Siderophoren wurden runterreguliert (fhuB
Imol1958, fhuC Imol960, Metaleisen-Bindungsprotein /mo2105). Auch das Gen fiir das Nicht-
Héam-Eisen-Bindungsprotein flp (Imo0943) wurde nach einer Stunde 4-fach repremiert. Beim dau-
erhaften Wachstum bei Kilte blieb es auch gegeniiber 37°C 2,5-fach runterreguliert (q=2.9) Es ist
moglich, dass die Eisenaufnahmesysteme, die wihrend der Infektion im Wirt besonders intensiv
induziert werden, bei Kilteschock runter gefahren werden, weil der Kilteschock als ein Signal

»auBerhalb vom Wirt* wahrgenommen wird.

4.2.3 Repression der Atmungskette und Kohlenwasserstoff-Metabolismus

Die Expression vom Operon /mo2715-lmo2718, welches die Gene fiir die Cytochromubiquinono-
xidase und fiir die Cytochrom-bd-Transporters enthilt, wurden direkt nach dem Kilteschock run-
terreguliert. Das fiihrt zu einer Hemmung der oxidative Phosphorelierung und damit zu einer Ver-
minderung der Zellatmung.

Einige Gene der Glykolyse, z.B. Pyrivatkinase pykA (Imol570, 2,3-fach), Phosphoglyceratmutase
gmpA (Imo2205, 9-fach), Glukose-6-Phopsphatisomerase pgi (Imo2367, 3,2-fach), Laktatdehydro-
genase ldh (Imol534, 4 bis 5-fach) wurden ebenfalls runterreguliert. Der dadurch ausgeldste Ener-
giemangel kann die Wachstumsverzogerung direkt nach Kélteschock erkldren. Die Runterregula-
tion der anderen Gene des Zuckermetabolismus wie /mol078 (UDP-Glukose-Pyrophosphorylase),
Imo0271 (Phosphobetaglucosidase) and Imol1254 (o-Phosphotrehalase), welche verschiedene Zu-
cker zu den Zwischenprodukten metabolisieren, die dann in die Glykolyse eingehen, fiihrt zu einer
Senkung der Energieproduktion in Form von ATP durch die Glykolyse. Die Mannose-Phosphat-
Isomerase wurde repremiert, was mit dem eingeschrinkten Transport der Mannose in die Zelle
durch die Repression des mpt (Imo0096-lmo0097-lmo0098) Transporter-Systems im Einklang
steht. Dieses Transportersystem ist eines der am stidrksten runterregulierten. Es ist vier Stunden
nach Kilteschock bis zu 17-fach reprimiert. Vor dem ersten Gen dieses Operons liegt eine perfek-

te Konsensus-Sequenz fiir sigL (rpoN, Imo02461). E wurde gezeigt, dass mptA, wie auch viele
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andere Zuckermethabolismus-Gene, durch sigL reguliert ist (Arous, 2004). Die Runterregulation
des mpt-Systems stimmt mit der Repression von sigL nach dem Kilteschock iiberein. Die Repres-
sion vom sigl-abhdngigen Aktivator (Xue, 2005) des mpt Operons manR (Imo0785) trigt dazu
bei. Das andere, nicht sigL-abhingige Mannose-Transportersystem (Imo0781-lmo0782) wurde nur
nach einer Stunde nach dem Kilteschock schwach runterreguliert. Auch andere Transporter mit
unklarer Spezifitit (Imo1389, Imol391, Imol746, Imo2760) wurden runterreguliert. Dies kann mit
der allgemeinen Verlangsamung des Metabolismus bei niedriger Temperatur begriindet sein und

damit ein Ersparnis von Energie in Form von ATP ermdoglichen.

4.2.4 Repression der Virulenz-assoziirten Gene

L. monocytogenes ist ein pathogenes Bakterium, das auch in der Umwelt auflerhalb des Wirtes
tiberleben und sich vermehren kann und deshalb ein feines Regulationssystem der Expression der
Virulenzgene benotigt. Die Regulation des Virulenzgenclusters wird iiber den positiven Regulati-
onsfaktor PrfA ausgefiihrt, fiir den wiederum die temperaturabhingige Regulation durch Bildung
der alternativen RNA Sekundirstrukturen demonstriert wurde (Johansson, 2002). In unseren Ex-
perimenten wurde eine starke Repression von prfA und PrfA-regulierten Genen des Virulenzgen-
clusters und in/A demonstriert. Sie trat sofort nach dem Kilteschock auf und wurde auch zu spite-
ren Zeitpunkten und bei dauerhaftem Wachstum bei 15°C behalten. Eine Temperatur von 37°C ist
ein Zeichen fiir das Aufenthalt des Bakteriums im warmbliitigen Wirt, wihrend die Senkung der
Temperatur kann Hinausgehen in die Umwelt bedeuten. Anscheinend ist die Regulation iiber den
PrfA Regulator der Hauptregulationsmechanismus zur Repression der Virulenzgene nach dem
Kilteschock. Damit wird die Expression der aulerhalb vom Wirt unnétigen Virulenzfaktoren so-

fort nach dem Kilteschock abgestellt.

4.3 Kailteadaptation beim dauerhaften Wachstum bei 15°C

Ebenso wie die durch Kilteschock induzierte Genexpression der kilteadaptierten Kultur von L.
monocytogenes ist die Genexpression wihrend des stationdren Wachstums unter hypothermen
Bedingungen von Bedeutung. Die kilteadaptierte Kultur wurde in unseren Experimenten auch in
Microarray-Analyse untersucht. Die Genexpression beim dauerhaften Wachstum bei niedriger
Temperatur zeichnet sich im Vergleich zur kilteschockinduzierten Expression durch die geringere

Anzahl der regulierten Gene aus.
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Die Gene des Virulenzgencluster (Imo0200-0206) blieben in unseren Experimenten runterregu-
liert, wie auch die Hitzeschock Gene der Klasse I (dnaJ, dnak, grpE, hrcA, groEL, groES) und der
Klasse II (Imo2206 clpB und Imol138). Bei niedrigen Temperaturen birgt die Expression dieser
Gene keinen Uberlebensvorteil fiir die bakterielle Zelle. Ebenfalls gleich bleibend runterreguliert
blieben die Gene, die mit der allgemeinen Stressantwort assoziiert sind, zum Beispiel Alkylhydro-
peroxid-Reduktase (Imol604) und der Homolog des Kilteschockproteins CspLB (Imo2016). An-
scheinend, werden sie unter anderen Stressarten induziert und /mo2016 hat trotz seiner Homologie
zu CspLA eine andere Funktion, als Kilteanpassung.

Die Repression von den Genen Imol1254 und Imo1255, assoziiert mit Trehaloseaufnahme und Me-
tabolismus, und die Repression der Laktatdehydrogenase kodierendes /mol534 spricht fiir eine
Modifikation des Kohlehydratmetabolismus bei niedriger Temperatur. Die Synthese der sekundi-
ren Metabolyten erreicht anscheinend auch beim dauerhaften Wachstum bei der Kilte nicht die
Syntheserate wéhrend der optimalen Temperatur. Zum Beispiel, blieb die Inosine-5-
monophosphate Dehydrogenase guaB (Imo2058) runterreguliert.

Auffillig ist die Induktion des kompletten Flagella-Operon (Imo0676-lmo0724) wihrend des kél-
teadaptierten Wachstums. Am stédrksten wurde das flaA Gen, welches ein Strukturprotein der Gei-
Bel kodiert, induziert, und zwar um den Faktor 28. Die Geilleln ermoglichen den Listerien freie
Bewegung aullerhalb des Wirts. Das Auftreten des beweglichen Phéanotyps wurde auch im Motili-
téitstest bei 15°C bestitigt.

Auch die Gene fiir RNA-Helikasen, welche vermutlich fiir die Expression von flaA essentiell sind,
wurden zum Teil wihrend des dauerhaften Wachstums bei Kilte verstiarkt expremiert: lmol450
war 1,8-fach gesteigert (q % = 0) und Imo1722 — 1,6-fach (q % = 5.8). Auch bipA (Imo1067), des-
sen Deletionsmutante auch verminderte Expression von flaA aufwies, wurde bei niedriger Tempe-
ratur deutlich induziert.

Die um den Faktor 6,8 gesteigerte Induktion des Gens des Kélteschockproteins CspLA verweist
auf die Funktion des Proteins beziiglich des Wachstums bei niedrigen Temperaturen. Das stimmt
mit den Daten aus den anderen Experimenten fiir Listeria, E. coli und B. subtilis iiberein (Weme-
kamp-Kamphius, 2002, Xia 2001, Graumann, 1997).

Beim dauerhaften Wachstum bei niedriger Temperatur normalisierte sich die Expression der mei-
sten Gene, die mit ribosomalen Prozessen assoziiert sind. Das weifit darauf hin, dass die Anpas-
sung der Ribosomen in den frithen Stadien des Kélteschocks stattfinden. Diese Hypothese kann

durch den Vergleich der Genexpressionsraten wihrend des Kilteschocks nach einer, zwei und vier
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Stunden gestiitzt werden. Im Gegensatz dazu wird das konstante Wachstum bei der Kélte vor eher
durch die gleichmifig gesteigerte Synthese von BipA und CspLA charakterisiert.

Die Zelloberfliche wird durch die Induktion einiger Proteine charakterisiert (zum Beispiel Anti-
gen A Imo0l117, Antigen B Imo0118, Imo0128, Imo0193, Lyncomyzinresistenz Protein [mo0519,
Transporter [mol039, integrales Membranprotein /mo2484). Die Gene des Ima Operons Imo0117
und /mo0118 wurden 1997 von Schiferkordt und Chakraborty als Listeria-spezifische Gene mit
der immuninduzierenden Wirkung beschrieben. Bei 20°C konnte ein zusitzliches kurzes
Transkript des Ima-Operons neben dem bei allen Temperaturen auftretenden langen Transkript
nachgewiesen werden. Die genaue Funktion dieses Operons in der Kilteanpassung ist jedoch nicht

bekannt.

4.4 Komparative Analyse

Ein Teil der in dieser Arbeit aus Microarray-Analyse generierten Daten wurden durch die Experi-
mente anderer Arbeitsgruppen bestitigt. Oft jedoch ist der direkte Vergleich der Microarray Er-
gebnisse mit den anderen Studien schwierig. Bei Studien zu Kilteanpassung bei L. monocytogenes
wurden meistens die 2-D Gelelektrophorese-Analyse angewendet. Bei den Microarray-Analysen
von den anderen Bakterien unterscheiden sich die Bedingungen deutlich zu denen im Umgang mit
L. monocytogenes.

Die Arbeitsgruppe um Wilkinson beobachtete die ca. 2-stiindige Lag-Phase nach Kilteschock, der
durch ein Abkiihlen der Umgebung von 37°C auf 10°C ausgelost wurde (Bayles, 1996).

Allerdings wurden ihre 2-D Gelelektrophorese-Experimente nach dem Schock auf 5°C durchgefiihrt
und die Anzahl an unterschiedlich regulierten Proteinen war in den Experimenten dieser Gruppe viel
niedriger als die Anzahl der regulierten Gene, die in unserer Arbeit mit Hilfe der Microarray-
Technologie gefunden wurde. Bayles et al. konnten 12 Spots als Kilteschockproteine einordnen, 4
von diesen waren auch beim kontinuierlichen Wachstum bei 5°C verstérkt induziert und wurden daher
als Kiteadaptationsproteine bezeichnet. Die Proteinprofile fiir die Stimme SLCCS53 und 10403S wa-
ren sich bis auf vier Proteine sehr dhnlich.

Die andere 2-D Elektrophorese Studie (Phan-Than and Gormon, 1995) fand 38 induzierte Proteine
und 63-65 iiber 2-fach reprimierte Proteine, nachdem die Kultur von L. monocytogenes 2-3 Stun-
den auf 4°C gekiihlt worden war. Die Differenz kann durch technische Unterschiede in der Me-

thodik und durch die verschiedenen verwendeten Stamme erkliart werden.
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In den Experimenten von Hebraud und Guzzo (2000) zeigte sich das Ferritin-dhnliche Protein Flp
(Lmo0943) als am deutlichsten verstidrkt exprimirtes Protein nach dem Kilteschock. Flp ist mit
der Resistenz gegen verschiedene Arten von Stress assoziiert. In den Experimenten der hier vor-
liegenden Arbeit zeigte sich eine Runterregulation des Gens /mo0943 um den Faktor 4 eine Stunde
nach Kilteschock. Dies weist auf eine Regulation des bakteriellen Stoffwechsels nach dem Kilte-
schock auch auf der Ebene der Translation hin.

Um die Gene zu identifizieren, die fiir Kélteschock-Antwort von L. monocytogenes spezifisch
sind, wurden alle regulierten Gene auf das Vorhandensein der Orthologen in dem zu L. monocyto-
genes nah verwandten B. subtilis und andererseits E. coli, dem Modelobjekt der Kilteadaptation
der mesophilen Bakterien, iiberpriift. Als Kriterium wurden 75 % Uberdeckung und 50 % Identitiit
zwischen den Sequenzen genommen. 45 % von hoch- und 47 % runterregulierten Genen hatten
Orthologen in B. subtilis. Fiir E. coli fanden sich Orthologen zu 7 % der hoch- und 11 % der run-
terregulierten Gene. Verglichen mit den Genen anderer Bakterienspezies (B. subtilis, E. coli, Col-
wellia sp., Lactobacillus, S. aureus), deren Kélteadaption mit Microarray-Analysen untersucht wur-
de, waren 50% der Gene spezifisch fiir L. monocytogenes.

Beim Vergleich der regulierten Gene von L. monocytogenes EGD-e mit den anderen sequenzierten
Stammen von L. monocytogenes und mit den apathogenen Spezies L. innocua und L. welschhei-
meri wurde festgestellt, dass die Kélteschockantwort zum Grofteil fiir Listeria Genus-spezifisch
ist. Nur ca. 3 % der Gene hatten, nach den oben genannten Kriterien, keine Homologe in den
Stammen L. monocytogenes 4b CLIP80459 und 4b F2365. Ca. 4 % der hochregulierten Gene hat-
ten keine Homologe in apatogenen Spezies. Bei den meisten Genen ohne Homologen handelt es
sich um Gene mit nicht identifizierter Funktion. Fiir die runterregulierten Gene war die Zahl der Gene

ohne Homologe aufgrund der nur bei L. monocytogenes vorhandenen Virulenzgene etwas hoher.

4.5 Rolle der RNA-Helikasen an der Kilteadaptation

Die Induktion der RNA-Helikasen und des /mol067 in Microarray-Analysen wurde mit Hilfe der
RT-PCR und Northern Blot bestétigt. Die Induktionsfaktoren stimmen zwar nicht iiberein, aber
die Tendenz konnte verifiziert werden. Fiir alle untersuchten Gene war eine deutliche Induktion
nach dem Kilteschock mit einem Maximum nach einer Stunde zu sehen.

Um die Rolle der RNA-Helikasen und des /mol067 an der Kilteanpassung nidher zu untersuchen,
wurden die Deletionsmutanten der entsprechenden Gene hergestellt und auf ihr Wachstum bei

37°C und 15°C untersucht. Fiir Almo0866, lmo1450, Imo1722 und lmo1067 wurde kiélteempfindli-
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cher Phéanotyp demonstriert, was ihre Bedeutung fiir die Adaptation an die niedrige Temperatur
bestitigt. Lmol246 zeigte keine erhohte Kéltesensitivitit gegeniiber dem Wildtyp. Lmo1246 kann
mit der Reifung des Ribosoms in Verbindung gestellt werden, da es zu DbpA von E. coli stark
homolog ist. Uber DbpA und sein Homolog in B. subtilis, YxiN, ist bekannt, dass es von der
Stem-loop-Struktur der 23S RNA aktiviert wird und eher die Rolle an der Ribosombiogenese als
an der Translation spielt (Kossen, 1999, Diges, 2001). Moglicherweise konnen sich die Helikasen
in ihren Funktion gegenseitig ersetzen. So konnen Fehlfunktion, wie zum Beispiel das Ribosom-
prozessing, in den Mutanten kompensiert werden.

Almo0866 und Imo1450 zeigten zusitzlich gegeniiber dem Wildtyp leicht vermindertes Wachstum
bei 37°C. Lmo0866 hat die hochste Homologie zu DeaD/CsdA von E. coli. Fir DeaD wurden
mehrere Funktionen vermutet: zum einen die Unterstiitzung der Translationsinitiation (Lu, 1999),
zum anderen der Aufbau der 50S Ribosomuntereinheit (Charollais, 2004), sowie Bildung des De-
gradosoms im Komplex mit der RNAse E (Prud’homme-Genereux, 2004). Die Deletion dieses
Gens fiihrt somit zu multiplen Defekten des Translationsapparats. Diese Defekte konnen sich auch
unter normalen Bedingungen auswirken. Der Homolog von Lmo0866 in B. subtilis, YdbR, wurde
auch als Protein mit der RNA-Bindungsaktivitit und ATP-Hydrolyseaktivitit charakterisiert. Die
Deletion dieses Proteins fiihrte zu einem Wachstumsdefekt bei 37°C, das sich bei 22°C noch ver-
stiarkte (Ando, 2006).

Die Deletionsmutante des Gens /mo1450 wies ein noch etwas stirker vermindertes Wachstum bei
37°C auf, und bei 15°C schweren Wachstumsdefekt. Lmo1450 ist stark homolog zu CshB (YqfR)
von B. subtilis und zu RhIE von E. coli. Fir CshB Protein wurde ein Modell fiir die Interaktion
mit dem Hauptkilteschockprotein von B. subtilis, CspB, entwickelt. Dieser Komplex soll die
Translationsinitiation unterstiitzen (Hunger, 2006) und damit den Engpass bei der Translation ii-
berwinden. Auf der anderen Seite, RhIE wird mit den Degradosomen assoziiert und kann in den
kilteadaptierten Degradosomen die Helikase RhIB ersetzen (Khemici 2004) Bei den psychro-
trophen Pseudomonas syringae ist RhlE auch nach der kilteadaptiven Reorganisation Teil der
Degradosomem (Purushart 2005). Fiir die Austauschbarkeit der RNA-Helikasen untereinander bei
den verschiedenen Funktionen spricht auch die Feststellung, dass sich RhIB, RhIE und CsdA in vitro
in den Degradationsassays ersetzen konnen (Khemici, 2004)

Die Komplementation von Deletierten Genen in trans hat fiir [mo866, lmol1450 und Imol1067 ge-
lungen, der kilteresistente Phinotyp konnte wiederhergestellt werden. Damit konnte der spezifi-
sche Effekt von deletierten Genen fiir die Kiltesensitivitit bestitigt werden.
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4.5.1 Rolle von RNA-Helikasen fiir die Expression von FlaA

Die Expression von Flagellin, des Hauptstrukturproteins der Geif3el, erfolgt, wie bei vielen Bakte-
rien, auch bei L. monocytogenes nur bei niedrigen Temperaturen, weil es wihrend der Infektion
als ein “pattern recognition molecule” eine Immunreaktion hervorrufen kann und daher der stren-
gen Regulation unterliegt (Way, 2004).

Die Expression des FlaA Proteins wurde zusitzlich mit Hilfe der immunochemischen Western
Blot Analyse untersucht. Das Signal des FlaA Proteins wurde genau so wie der flaA-Transkript in
der Microarray-Analyse nur in den dauerhaft bei 15°C angezogenen Kulturen von L. monocytoge-
nes, aber nicht in den Kulturen nach einer, zwei oder vier Stunden nach dem Kilteschock detek-
tiert.

Es war von Interesse zu priifen, ob die kélteabhiingige Regulation von der Expression von FlaA
mit der Expression von Helikasen zusammenhiingt. Dazu wurden die Deletionsmutanten von He-
likasegenen auf ihre Motilitdt und FlaA Expression untersucht. Wie die Ergebnisse der Western
Blot Analyse zeigen, wird in den Deletionsmutanten von den Genen der Helikasen und 47067 die
Synthese von dem FlaA Protein vermindert oder unterlassen. Das fiihrt zu dem unbeweglichen
Phénotyp. Der unbewegliche Phinotyp wurde der mit dem Motilitétstest bestdtigt. Der gleiche
Phénotyp tritt auch in der AdcspLA Mutante auf. Vermutlich, sind die beiden Komponenten fiir die
Expression von dem Gen flaA notwendig und agieren im Komplex. Fir FlaA wurde frither ge-
zeigt, dass es bei Temperaturen unter 30°C expremiert wird (Grundling, 2004) und unterliegt der
Temperatur-abhiingigen Regulation.

Hunger et al. (2006) haben anhand der Co-Lokalisation in der Zelle und der FISH Experimente
demonstriert, dass in B. subtilis CspB (das Homolog von CspLA) und die Helikase CshB (das
Homolog von Lmol450) im Komplex funktionieren, und so bei niedrigen Temperaturen die
Translation von Kilte-induzierten Genen ermdéglichen. Zunichst bindet die Helikase an der RNA
und entwindet die unerwiinschten sekundiren Strukturen, und danach bindet das CspB an der Ein-
zelstrang-RNA und stabilisiert sie. In unserem Fall kann die mRNA von FlaA eines der Substrate

fiir diesen Helikasen-CspL. Komplex sein.
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4.6 Ubersicht der Prozesse bei der Kiilteschockantwort von L. monocytogenes

Aus den Daten der Microarray-Analyse und der durchgefiihrten phénotypischen Experimenten
lassen sich folgende Mechanismen der Adaptation nach Kilteschock feststellen:

- Nachdem das Signal der Temperatursenkung iiber einen bislang ungeklirten Mechanismus
wahrgenommen worden ist, stoppen die Zellteilung und ein GroBteil der Proteinsynthese.

- Der allgemeine Metabolismus und einige der Transportersysteme werden sofort nach dem Kilte-
schock angehalten und erst nach der Adaptationsphase wiederaufgenommen.

- Ein komplexes Netzwerk von den Transkriptionsregulatoren wird in Gang gesetzt (g/nR, cggR,
die Regulatoren der LytR, GntR, MarR Familien)

- Darauf folgen Verdnderungen im Zellmetabolismus, die vor allem die Proteinsynthese, die Zell-
wand und die Osmolytenaufnahme betreffen. Die niedrige Temperatur dient als ein Signal, dass L.
monocytogenes sich aul3erhalb vom Wirt befindet.

- Die Virulenzfaktoren werden runterreguliert. Unter den neuen Bedingungen sind nicht notig.

- Osmolyten werden aufgenommen, vor allem das Betain durch Aktivierung des gbuABC Trans-
porter-Systems.

- Die Lipidzusammensetzung von der Membran wird durch de novo Synthese angepasst oder
durch die Synthese von verzweigten Fettsduren aus hydrophoben Aminoséduren.

- Das Kilteschockprotein wird sofort nach dem Kilteschock stark induziert und bleibt auch wih-
rend des dauerhaften Wachstums bei 15°C nachweisbar.

- Die Ribosomen werden modifiziert bzw. neu synthetisiert. Dafiir spricht die Induktion vieler
Proteine, die an der Reifung der Ribosomen beteiligt sind. Die Translation wird den verinderten
Bedingungen angepasst.

- Die RNA-Helikasen Imo0866, Imo1246, Imo1450 werden induziert und erméglichen die Transla-
tion durch Entwinden der unerwiinschten Sekundérstrukturen der mRNAs. Zum Beispiel, die Ex-
pression von Flagellin scheint von den Helikasen abhiingig zu sein.

- Nach der Adaptationsphase von ca. zwei Stunden wird das Wachstum wiederaufgenommen.

- An spiten Phasen der Kilteadaptation wird das Flagella-Operon induziert, die Flagellen werden
synthetisiert und die Listeria-Zellen werden beweglich. Das ermoglicht den Listerien freie Bewe-
gung zum Beispiel. fiir die Suche nach optimalen Nihrstoffen bei dem freien Lebensstil auBerhalb

vom Wirt.
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Abb. 20. Ubersicht der Kilteschockantwort bei L. monocytogenes.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Charakterisierung der Kélteschock-Antwort von L.
monocytogenes. Mit Hilfe von Microarray-Analyse wurden die Transkriptionsprofile bei 37°C
sowie jeweils nach einer, zwei und vier Stunden nach der Temperatursenkung auf 15°C ermittelt
und verglichen. Die Analyse ergab, dass ca. 15 % des Genoms nach dem Kilteschock verédndert
exprimiert wurde. Die deutlichsten Unterschiede in den Expressionsprofilen fanden sich nach ei-
ner Stunde nach dem Kilteschock. Die beobachtete Anzahl an unterschiedlich exprimierten Regu-
latoren deutet auf die Anpassung mehrerer Stoffwechselwege hin. Kohlenstoffmetabolismus und
Energieproduktion in Form von ATP, sowie Sekundirmetabolismus und Transportsysteme fiir
Zucker und Aminosduren verlangsamten sich. Die Expression von Virulenz- und Hitzeschock-
relevanten Genen wurde runterreguliert. Damit werden Ressourcen fiir die Biosynthese der kiltein-
duzierten Proteine frei.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der am stédrksten verdnderte Prozess nach dem Kalte-
schock die Proteinbiosynthese ist. Es wurde kein spezieller Sigma-Faktor gefunden, der an der
Expression der kélteinduzierten Gene beteiligt ist. Daher scheint die Anpassung der Proteinbio-
synthese eher durch die Verdnderungen am Ribosom zu erfolgen. Zum Beispiel ist bipA
(Imo1067) ein moglicher Translationsfaktor, der speziell bei der niedrigen Temperatur verstéirkt
exprimiert wird und eine Rolle bei der Translation spielt.

Die Bedeutung der RNA-Helikasen nach dem Kilteschock konnte noch einmal bestitigt werden.
Die Gene der RNA-Helikasen wurden bei L. monocytogenes EGD-e deletiert und zeigten alle bis
auf Almol1246, einen kiltesensitiven Phéanotyp. Um die Kilteschockantwort bei L. monocytogenes
genauer zu charakterisieren, wire es interessant, die Target-Gene, auf deren Transkripten die
RNA-Helikasen binden und die Translation nach dem Kilteschock begiinstigen, zu identifizieren.
Ihre Identifizierung konnte das Verstindnis der nach Kailteschock verdnderten Zellphysiologie
vertiefen.

Um die Regulation der Expression von RNA-Helikasen bei den niedrigen Temperaturen zu unter-
suchen, gilt es nun, diejenigen Faktoren zu finden, die an Promotor-Bereich der Helikase-Gene
binden und so deren Expression regulieren. Auch die Interaktion zwischen den RNA-Helikasen
und dem cspLA Gen ist noch nicht abschliefend untersucht. Die Microarray-Analyse der Kiilte-
schockantwort in der AcspLA Mutante im Vergleich zu dem Wildtyp konnte die Gene aufschlie-

Ben, deren Transkription bei der Kélte durch cspLA beeinflusst wird.
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Die Expression des flaA Gens bedarf einer ndheren Untersuchung. Bekannt ist, dass die Expressi-
on des flaA Gens in der AcspLA Mutante auf Transkriptionsebene verhindert wird (Busch, 1998).
Ob ein Fehlen der entsprechenden Helikase die Synthese des FlaA-Proteins auf Transkriptions-
oder Translationsebene hemmt, bedarf ebenfalls weiterer Experimente. Mit Hilfe einer flaA Sonde
wire ein Transkript des flaA Gens in den A-Helikasen-Mutanten nachzuweisen, bzw. auszuschlie-
Ben.

Die Frage nach einem globalen Sensor fiir die Kilte in L. monocytogenes blieb in vorliegender
Arbeit offen. Zum Uberpriifen dieser Hypothese bieten sich die Deletion des als potenzieller Sen-
sor identifizierten Gens [mo0799 und eine anschlieBende Charakterisierung unter verschiedenen

Temperaturen und Lichtbedingungen an.
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