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I. Zusammenfassung

I. Zusammenfassung

Nitrat oder Nitrit werden in der Fleischindustrie wahrend des Pokelprozesses zur
Konservierung von Fleischprodukten verwendet. Wachstumsanalysen im Rahmen dieser
Dissertation konnten zeigen, dass Nitrat per se keinen Einfluss auf das Wachstum des
Lebensmittelpathogens Listeria monocytogenes ausiibt. Auch auf Transkriptomebene lassen
sich in Gegenwart von Nitrat keinerlei Effekte feststellen. Nitrit hingegen, das entweder
ausgehend von Nitrat wahrend des Pokelprozesses gebildet oder direkt dem Wurstprodukt
zugegeben wird, wirkt inhibierend auf das Wachstum von L. monocytogenes. Zusatzlich
konnten mittels Microarray-Analysen 34 Gene, deren Transkription durch Nitrit induziert
wird, und 16 Gene, deren Transkription durch Nitrit reprimiert wird, identifiziert werden.
Unter den durch Nitrit induzierten Genen befinden sich 27, die dem SigB-Regulon
angehodren. Unter den durch Nitrit inhibierten Genen befinden sich alle zehn Gene des pyr-
Operons, dessen Genprodukte an der de novo Synthese von Pyrimidinen beteiligt sind und
deren Transkription durch Nitrit um das 20fache reprimiert wird. Diese Nitrit-abhdngige
Transkriptionsverminderung konnte in keinem der weiteren untersuchten Organismen —
weder in Bacillus cereus noch in Staphylococcus epidermidis — beobachtet werden. Auch das
Wachstum dieser beiden Organismen wurde durch Nitrit weniger stark beeintrachtigt als das
von L. monocytogenes. B. cereus und S. epidermidis besitzen im Gegensatz zu
L. monocytogenes das Gen hmp, das fiir ein NO-detoxifizierendes Flavohemoglobin kodiert.
Mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR)-Analysen konnte gezeigt werden, dass die
hmp-Transkription in B. cereus durch Nitrit induziert wird, wahrend sie in S. epidermidis nicht
beeinflusst wird.

Da vermutet wird, dass beim Pokeln nicht Nitrit selbst, sondern dessen Derivate wie zum
Beispiel Stickstoffmonoxid (NO) antimikrobiell wirken, wurden des Weiteren das Wachstum
und die pyrAB-Transkription in L. monocytogenes in An- und Abwesenheit des NO-Donors
SNP (Natrium-Nitroprussid) untersucht. Es zeigte sich, dass die Zugabe von 20 bzw. 25 uM
SNP eine dhnliche wachstumsinhibierende Wirkung bei L. monocytogenes hervorruft wie
200 mg/l Natriumnitrit (NaNO,). Auch eine Hemmung der pyrAB-Transkription in Gegenwart
dieser SNP-Konzentrationen konnte mit Hilfe von gRT-PCR-Messungen nachgewiesen
werden. Bei Verwendung einer weiteren BHI-Charge (Charge Il) konnte die Nitrit- und SNP-
abhangige Inhibierung der pyrAB-Transkription allerdings nicht mehr nachgewiesen werden.

Erst die Deletion der Uracil-Permease PyrP durch die Konstruktion der Mutante
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L. monocytogenes ApyrP resultierte in einer Nitrit- und SNP-induzierten Transkriptions-
inhibierung des Gens pyrAB in Charge Il

Durch Wachstumsanalysen einer L. monocytogenes Insertionsmutantenbank konnten zudem
16 Mutanten identifiziert werden, durch deren Insertion das Wachstum in Gegenwart von
Nitrit starker beeintrachtigt wurde als dies beim Wildtyp der Fall war. Darunter befanden
sich vier Mutanten, in denen Gene inseriert waren, deren Produkte an der DNA-Synthese
bzw. -Reparatur beteiligt sind.

Einen weiteren Schwerpunkt dieser Dissertation bildete die Identifizierung des
temperaturabhangigen Transkriptoms von L. monocytogenes unter Verwendung eines
chemisch definierten Minimalmediums, das Glutamin als Stickstoff- und Glukose als
Kohlenstoffquelle enthielt. Mit Hilfe von Microarray-Experimenten, die das Transkriptom von
L. monocytogenes Zellen verglichen, die einerseits bei 24 °C und andererseits bei 37 °C
angezogen wurden, konnte eine temperaturabhangige Transkription der Stickstoffgene
glnRA, amtB-ginK und gdh beobachtet werden. Wahrend die Gene g/nRA und amtB-gInK, die
fir den Glutamin-Synthetase-Repressor GInR, die Glutamin-Synthetase GInA, den
Ammonium-Transporter AmtB und das Pll Regulatorprotein GInK kodieren, bei 24 °C starker
transkribiert werden, findet bei 37 °C eine starkere Transkription des Gens gdh statt, das fir
die NADP-abhangige Glutamat-Dehydrogenase GDH kodiert. Zur ndheren Analyse wurden
die Transkriptome des L. monocytogenes Wildtyps und der Mutante L. monocytogenes AginR
mittels Next Generation Sequenzierung (NGS) bei 24 °C bzw. 37 °C gegenliber gestellt. Dabei
zeigte sich, dass bei der temperaturabhadngigen Regulation der Stickstoffgene gIinRA, amtB-

g/nK und gdh der Transkriptionsregulator GInR beteiligt ist.



I. Summary

l. Summary

In the meat industry nitrate and nitrite are commonly used as curing agents for preservation
of meat products. Growth studies performed in this study showed no effect of nitrate per se
on the growth of the foodborne pathogen Listeria monocytogenes. Furthermore, the
transcriptome of L. monocytogenes is not affected in the presence of nitrate. However,
nitrite, which is generated during the curing process from nitrate or which is directly added
to the meat product, inhibits the growth of L. monocytogenes. In addition, microarray
studies identified 34 genes whose transcription was activated and 16 genes whose
transcription was inhibited in the presence of nitrite. 27 of the nitrite induced genes are
members of the SigB regulon. Interestingly, all genes of the pyr operon, whose products are
involved in the de novo synthesis of pyrimidines, were inhibited through the addition of
nitrite. This nitrite dependent inhibition of the transcription could be observed in none of the
further analyzed organisms, neither in B. cereus nor in S. epidermidis. Furthermore, the
growth of both organisms was less affected in the presence of nitrite compared to
L. monocytogenes.

In contrast to L. monocytogenes, B. cereus and S. epidermidis possess the gene hmp which
encodes for a NO-detoxifying flavohemoglobine. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
studies identified a nitrite induced transcription of the hmp gene in B. cereus, whereas the
transcription of the hmp gene in S. epidermidis was not influenced by nitrite.

It is reported that not nitrite itself, but nitrite-derivates like nitric oxide (NO) are responsible
for the antimicrobial effects during sausage fermentation. Therefore, growth analyses of
L. monocytogenes and transcription studies of pyrAB in L. monocytogenes in the presence
and absence of the NO donor SNP (sodium nitroprusside) were performed. The results
showed a similar growth retardation in the presence of 20 and 25 uM SNP like in the
presence of 200 mg/I sodium nitrite (NaNO,) and a SNP-induced transcriptional inhibition of
pyrAB. However, the nitrite and SNP dependent transcriptional inhibition of pyrAB could not
be detected by using a second batch of BHI medium (Batch Il). Only the deletion of the uracil
permease PyrP by construction of L. monocytogenes ApyrP resulted in a nitrite and SNP
dependent inhibition of the pyrAB transcription in batch Il.

Growth studies of a L. monocytogenes insertion mutant database identified 16 mutants
which showed a stronger growth retardation in the presence of nitrite compared to the wild
type. In 4 of the 16 mutants genes were inserted encoding for products of DNA synthesis and

repair.
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The second part of this thesis focused on the analysis of the temperature dependent
transcriptome of L. monocytogenes in a chemical defined minimal medium, which contained
glucose as carbon and glutamine as nitrogen source. Microarray experiments which
compared the transcriptome of L. monocytogenes cells incubated on the one hand at 24 °C
and on the other hand at 37 °C identified the temperature dependent transcription of the
nitrogen genes glnRA, amtB-ginK and gdh. The transcription of glnRA and amtB-gInK —
encoding for the glutamine synthetase repressor GInR, the glutamine synthetase GInA, the
ammonium transporter AmtB and the PII regulatory protein GInK — was stronger at 24 °C.
The transcription of gdh encoding for the NADP dependent glutamate dehydrogenase was
stronger at 37 °C. To further analyze the temperature dependent transcription of the
nitrogen genes, transcriptomes of L. monocytogenes wild type and L. monocytogenes AginR
were compared at 24 °C and 37 °C by using the next generation sequencing (NGS) method.
NGS data showed that the transcription regulator GInR plays a crucial role in the

temperature dependent regulation of the nitrogen genes gInRA, amtB-ginK and gdh.
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Il. Einleitung

1. Das fakultativ intrazelluldre Lebensmittelpathogen Listeria monocytogenes

Bei dem Organismus Listeria monocytogenes handelt es sich um ein Gram-positives,
stabchenformiges, fakultativ anaerobes, nicht sporulierendes Bakterium mit einem geringen
GC-Gehalt in seiner DNA (GLASER et al., 2001). L. monocytogenes ist ubiquitédr in der Natur
verbreitet wie zum Beispiel im Boden, auf verrottetem Pflanzenmaterial, im Wasser, aber
auch im Gastrointestinaltrakt von Menschen, Sdugetieren und Vogeln (FARBER and PETERKIN,
1991; WATKINS and SLEATH, 1981). Ein optimales Wachstum erfolgt bei Temperaturen von
30 bis 37 °C unter neutralen pH-Bedingungen (PETRAN and ZoTToLA, 1989). Allerdings ist
L. monocytogenes auch in der Lage, Temperaturen von 0 bis 45 °C, pH-Werte von 4,0 bis 9,6
und Natriumchlorid-Konzentrationen von mehr als 10 % zu lberleben (HubsoN, 1992; LADO
and YoOuser, 2007; PETRAN and ZOTTOLA, 1989; SHABALA et al., 2008). Aufgrund dieser
Eigenschaften stellt L. monocytogenes ein hohes Risiko in der Lebensmittelbranche dar, da
die konventionellen Methoden der Lebensmittelkonservierung unter Umstinden nicht
ausreichen, um ein Wachstum des Bakteriums in Rohprodukten wie zum Beispiel in
Rohmilch, -kdse und -wiirsten zu verhindern (FARBER and PETERKIN, 1991; GANDHI and
CHIKINDAS, 2007; KATHARIOU, 2002; SCHUCHAT et al., 1991).

Eine Aufnahme von L. monocytogenes lber kontaminierte Speisen kann bei gesunden,
immunkompetenten Menschen zu Durchfall, Fieber und Erbrechen flihren. Diese Symptome
sind meistens selbstlimitierend und bedirfen bei normalem Verlauf keiner weiteren
Behandlung (HOF, 2004; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Bei ungeborenen und kleinen Kindern
sowie alteren und immunsupprimierten Personen kann dagegen eine Infektion mit
L. monocytogenes zum Ausbruch der humanen Listeriose fiihren (GOULET et al., 2012; SCHLECH
and ACHESON, 2000). Trotz Antibiotikabehandlung betrdgt die Mortalitdtsrate bei dieser
Erkrankung 20 bis 40 % (GOULET et al., 2012; SCHLECH and ACHESON, 2000; SCHUCHAT et al.,
1991). Aufgrund der Fahigkeit des Bakteriums, die Blut-Hirn-Schranke und die Blut-Plazenta-
Schranke zu Gberqueren, kann es zu Wechselwirkungen mit dem zentralen Nervensystem, zu
Meningitis, zu Meningoenzephalitis oder auch zu Schwangerschaftsabbriichen und
Todgeburten bei schwangeren Frauen kommen (BAKARDJIEV et al., 2006; BENSHUSHAN et al.,
2002; BORTOLUSSI, 2008; DREVETS and BRONZE, 2008; JIAO et al., 2011). Weitere Symptome
kénnen Gastroenteritis, Sepsis, anhaltendes Fieber und Durchfall sein.

Der Infektionszyklus von L. monocytogenes beginnt im menschlichen Korper entweder durch

die passive Aufnahme in phagozytierende Zellen (ALVAREZ-DOMINGUEZ et al., 1993; PAMER,

5
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2004) oder durch die aktive Aufnahme in nicht-phagozytierende Zellen wie zum Beispiel
Epithelzellen (GAILLARD and FINLAY, 1996; MENGAUD et al., 1996), Fibroblasten (KIRCHNER and
HIGGINS, 2008; KUHN et al., 1988), Hepatozyten (DRAMSI et al., 1995; GREGORY et al., 1996;
Woob et al.,, 1993), Endothelzellen (DREVETS et al., 1995; PARIDA et al.,, 1998) oder
Nervenzellen (DRAMSI et al.,, 1998). Die Invasion von L. monocytogenes in nicht-
phagozytierende Zellen wird hauptsachlich durch die listeriellen Oberflachenproteine
Internalin A und B (codiert durch in/A und in/B) induziert (COSSART et al., 2003). Dabei dient
als spezifischer Internalin A-Rezeptor das auf der Epithelzell-Oberflache befindliche
E-Cadherin (MENGAUD et al., 1996; SCHUBERT et al., 2002). Internalin B hingegen besitzt drei
Typen von Interaktionspartnern: die auf der eukaryontischen Zelloberflache lokalisierten
Glykosaminoglykane (JONQUIERES et al., 2001), das Membranprotein gC1lg-R (BRAUN et al.,
2000) und den Rezeptor des Hepatozytenwachstumsfaktors (Met), das sich wie gC1g-R auf
Zelltypen epithelialen Ursprungs befindet (NIEMANN et al., 2007; SHEN et al., 2000). Wahrend
Internalin B bei der L. monocytogenes Aufnahme der meisten nicht-phagozytierenden Zellen
eine Rolle spielt, scheint Internalin A spezifisch fir die L. monocytogenes Invasion des
Darmepithels und der Plazenta von Bedeutung zu sein (LECUIT et al., 2004; LEcuIT et al., 2001).
Nach der Invasion ist L. monocytogenes in der Wirtszell-Vakuole lokalisiert, aus der es mit
Hilfe von Listeriolysin O (hly) und zwei Phospholipasen (plcA, plcB) in das Cytosol gelangen
kann (ALVAREZ-DOMINGUEZ et al., 1997; MARQUIS et al., 1995; SMITH et al., 1995). PIcB wird als
Proenzym durch L. monocytogenes sekretiert und erst an der Zelloberfliche durch die
Metalloprotease Mpl (mpl) in seinen aktiven Zustand Uberfiihrt (DOMANN et al., 1991;
MENGAUD et al., 1991; POYART et al., 1993). Die bakterielle Fortbewegung im eukaryontischen
Cytosol findet durch die Polymerisierung des Wirtsaktins statt. Diese Polymerisierung wird
durch das listerielle Protein ActA (actA) induziert (DOMANN et al., 1992; Kocks et al., 1992).
Somit kann sich L. monocytogenes von Wirtszelle zu Wirtszelle bewegen und sich im
menschlichen Koérper ausbreiten (TILNEY and PORTNOY, 1989). Die Transkription der
Virulenzgene inlA, inIB, hly, plcA, plcB, mpl und actA wird durch den temperaturabhangig
exprimierten Hauptvirulenzfaktor PrfA reguliert (JOHANSSON et al., 2002; LEIMEISTER-WACHTER

et al., 1992; SCoRTTI et al., 2007).
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2. Die Rolle von Nitrat, Nitrit und Nitrit-Derivaten in der Fleischindustrie

2.1 Die Verwendung von Nitrat und Nitrit zur Konservierung von Fleisch- und
Wurstwaren

Neben Rohmilch, -kdse und Fertigprodukten sind es Fleisch- und Wurstprodukte, die sich fir
den Konsumenten aufgrund von L. monocytogenes Kontaminationen zu einer ernsten Gefahr
entwickeln kénnen. Zum Beispiel waren kontaminierte Fleischprodukte die Ursache fiir die
2008 in Kanada ausgebrochene Listeriose-Epidemie, in deren Folge 22 Menschen verstarben
(GiLmMour et al.,, 2010). Auch eine in Deutschland verfasste Studie identifizierte
Fertigbrihwiirste als die Ursache fiir diverse Listeriose-Infektionen zwischen den Jahren
2006 und 2008 in einem Krankenhaus in Baden-Wiirttemberg (WINTER et al., 2009). Des
Weiteren wurden 2011 mit L. monocytogenes kontaminierte Salamiprodukte von Aldi-Sid
zuriickgerufen, um mogliche Listeriose-Erkrankungen zu verhindern (HANDELSBLATT, 2011).
Auch letztes Jahr mussten in den USA Wurstprodukte vom Markt genommen werden, die
moglicherweise mit L. monocytogenes infiziert waren (FOOD SAFETY AND INSPECTION SERVICE,
2013).

Um solche Kontaminationen weitestgehend zu vermeiden und eine mikrobielle Sicherheit
der Produkte zu gewahrleisten, wird bei der Rohwurst- und Fleischherstellung unter
anderem auf Nitrat- oder Nitritpokelsalz zurlickgegriffen, dessen Einsatz das Wachstum von
unerwiinschten Pathogenen im Produkt inhibieren soll. Zugegebenes Nitrat wird im Laufe
der Wurstfermentation zu Nitrit reduziert, das dann seine potentiell antimikrobielle Wirkung
entfalten kann. Weitere positive Aspekte, die durch Nitrit wahrend der Wurstfermentation
gewadhrleistet werden, sind die Ausbildung und Stabilisierung der typischen roten Pokelfarbe
sowie des typischen Pokelgeschmacks (JIRA, 2004; KILLDAY et al., 1988). Des Weiteren wirkt
Nitrit aufgrund seiner antioxidativen Wirkung einer schnellen Ranzigkeit des Lebensmittels
entgegen. Ob Nitrit selbst alle diese positiven Effekte bewirkt, ist jedoch nicht belegt. Es wird
vermutet, dass nicht das Nitrit selbst, sondern vielmehr eines oder mehrere seiner Derivate,
die wahrend des Rohwurstreifungsprozesses entstehen, fir die mikrobiellen,
konservierenden und antioxidativen Wirkungen verantwortlich sind (CAMMACK et al., 1999;
FANG, 1997).

Dass das Wachstum des Bakteriums L. monocytogenes in Gegenwart von Natriumnitrit
(NaNO,) in der Rohwurst und in Fleischwaren verhindert wird, konnte bereits experimentell
bestatigt werden (KABISCH et al., 2012; SCHRADER, 2010; X et al., 2011). Offen ist jedoch noch,

ob Nitrit selbst oder eines/mehrere seiner Derivate fir die Wachstumshemmung
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verantwortlich sind und welche molekularen Prozesse vonstattengehen, wenn L. monocyto-

genes Nitrit bzw. dessen Derivaten ausgesetzt wird.

2.2 Die Rolle des Nitrit-Derivats Stickstoffmonoxid wahrend der Wurstfermentation

Im Zuge des Reifungsprozesses der Wurst kommt es ausgehend von Nitrit zur Bildung von
reaktiven Stickstoff-Intermediaten (reactive nitrogen species; RNS). Eines der Nitrit-
Hauptderivate, die wahrend der Wurstfermentation entstehen kdnnen, ist Stickstoffmonoxid
(NO) (HONIKEL, 2008; JIrA, 2004). Die Bildung von NO kann entweder auf chemischem oder
auf mikrobiellem Weg erfolgen (ROszer, 2012) (Abb. 1).

NO,

k

HNO,
Chemische
Reaktion

N,05

I\A N,0

NO Citrullin

Bakterielle
Synthese

Bakterielle
Reduktion

Reduktase
NO, L-Arginin

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Generierung von NO wahrend der Wurstfermentation. NO,:
Nitrit; HNO,: Salpetrige Sdure; N,0;: Distickstofftrioxid; NO: Stickstoffmonoxid. Die dazugehorige
Beschreibung ist dem Text zu entnehmen.

Bei der chemischen Generierung von NO reagiert Nitrit (NO,’) aufgrund des vorherrschenden
sauren pHs im Produkt zu Salpetriger Sdure (HNO,) bzw. Distickstofftrioxid (N,Os;) und
anschliefend zu NO (HONIKEL, 2008; ROsSzER, 2012). NO kann aber auch gebildet werden,
indem einige Bakterien, die sich im Fleischprodukt befinden, Nitrit mit Hilfe der
Nitritreduktase zu NO reduzieren oder L-Arginin mit Hilfe der NO-Synthase zu Citrullin
umwandeln (FiLiPPOVICH, 2010; G@TTERUP et al., 2007).

NO ist ein hochreaktives Gas, welches, je nach Oxidationsstufe, als Radikal (NO®),
Nitrosonium-Kation (NO*) oder Nitrosyl-Anion (NO’) vorliegen kann (HUGHES, 1999). Die
chemischen Reaktionen, in die NO involviert ist, sind vielfaltig, da NO sowohl oxidierende als

auch reduzierende Eigenschaften besitzt (FukuTO et al., 2000) (Abb. 2).
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Abb. 2: Vereinfachte Darstellung einiger von NO ausgehenden chemischen Reaktionen, die im
Wurstmilieu wahrend der Fermentation stattfinden kdénnen. +O,: in Anwesenheit von Sauerstoff;
-0,: in Abwesenheit von Sauerstoff; N,O;: Distickstofftrioxid; NO: Stickstoffmonoxid; ONOO:
Peroxynitrit; NO,™: Stickstoffdioxid; Lipid-O0": Lipidperoxyl-Radikal; Lipid-OO-NO: Lipidperoxynitrit;
MbO,: Oxy-Myoglobin; NitrosoMb: Nitroso-Myoglobin; FeS: Eisen(ll)-Sulfid; RNH,: primadres Amin;
RRNH: sekunddres Amin; RSH: Thiol. Die Beschreibung der jeweiligen Reaktionen sind dem Text zu
entnehmen.

Im Wurstmilieu kann NO mit dem vorhandenen Restsauerstoff reagieren und zu Peroxynitrit
(ONOO) als auch Stickstoffdioxid (NO,") oxidiert werden (FukuTo et al., 2000). Bei beiden
handelt es sich um starke Oxidationsmittel, die die in der Wurst anwesenden Makromolekiile
oxidieren kénnen. Eine weitere unter aeroben Bedingungen stattfindende Reaktion ist die
Bildung von N,0s3, das durch die Oxidation von NO entstehen kann (FukuTo et al., 2000). N,O;
ist die anhydrierte Form von HNO, und kann mit Thiolen und Aminen interagieren, was zur
Ausbildung von S-Nitrosothiolen und Nitrosaminen sowie Desaminierungen von
Aminogruppen fiihren kann (FUKUTO et al., 2000). S-Nitrosothiole kénnen auch direkt durch
NO generiert werden, indem das NO°-Radikal unter anaeroben Bedingungen mit Thiolresten
reagiert (FUKUTO et al., 2000). Weitere beliebte Interaktionspartner von NO stellen Metalle
dar (FukuTo et al., 2000). Durch die Interaktion von Eisen-Schwefel-Cluster (Fe-S-Cluster)
kénnen Eisen-Nitrosyl-Verbindungen entstehen. Die Bindung von NO an das Eisenzentrum
des Ham des im Fleisch vorhandenen Myoglobins flihrt zum Beispiel zur Bildung des Nitroso-
Myoglobins, des stabilen roten Farbstoffs des gepokelten Fleisches (G@TTERUP et al., 2007;
M@LLER et al., 2003). Zudem schiitzt die durch NO hervorgerufene Verminderung von Lipid-
Oxidationen das Produkt vor zu schneller Ranzigkeit und einer damit gestérten Sensorik des
Fleisches bzw. der Wurst. Die Reduzierung der Lipid-Oxidation erfolgt, indem NO als
lipophiles Radikal an das Lipidperoxyl-Radikal (Lipid-O0O®) bindet und somit durch die
Entstehung von Lipidperoxynitrit (Lipid-OO-NO) die Kettenreaktion der Peroxidation

terminiert wird (FUKUTO et al., 2000).
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2.3 Die bakteriellen Angriffspunkte der Nitrit-Derivate

Die im Wurstprodukt gebildeten RNS kénnen mit einigen bakteriellen Zellbestandteilen
interagieren, die fur die Funktionalitat der Zelle wichtig sind, und geno- und zytotoxisch auf
die Bakterien wirken. Die bakterielle DNA stellt dabei eines der am besten untersuchten RNS-
Targets dar (BURNEY et al., 1999). ONOO™ kann die DNA oxidativ schadigen, indem es
entweder direkt mit dem Zucker-Phosphat-Geriist interagiert oder mit Guanin reagiert, was
in der Bildung von 7,8-Dihydro-8-Oxoguanin resultiert (BURNEY et al., 1999; KENNEDY et al.,
1997). Dadurch kdnnen DNA-Einzelstrangbriiche bzw. G:C = A:T Transitionen entstehen.
Weitere RNS, die die DNA direkt schadigen, sind HNO, (unter sauren Bedingungen) bzw.
N,O; (unter neutralen Bedingungen).

Die direkte Interaktion dieser RNS mit der DNA kann zur Desaminierung der Nukleotide
fihren (BURNEY et al., 1999). Hierbei entstehen aus Guanin Xanthin bzw. Oxanin, aus Cytosin
Uracil und aus Adenin Hypoxanthin (CAULFIELD et al., 1998; Suzuki et al., 1996). Wahrend die
Bildung von Uracil durch die in der Zelle vorhandene Uracil-Glykosylase kompensiert werden
kann (BURNEY et al., 1999), induziert die Anwesenheit von Xanthin bzw. Oxanin und
Hypoxanthin eine hohere Mutationsrate der DNA-Sequenz. Ausgehend von Xanthin bzw.
Oxanin kénnen G:C - A:T Transitionen bzw. G:C > T:A Transversionen entstehen.
Hypoxanthin, die desaminierte Form von Adenin, kann A:T = G:C Transitionen hervorrufen
(BURNEY et al., 1999).

Zusatzlich konnte experimentell gezeigt werden, dass Hypoxanthin enthaltende DNA-
Sequenzen von den Endonukleasen Bglll und EcoRlI schneller fragmentiert werden als solche
Sequenzen, die Adenin besitzen (Dol et al., 2009). Neben der hoher frequentierten DNA-
Fragmentierung kénnen sich desaminierte Nukleotide aber auch negativ auf die Aktivitat von
Enzymen auswirken, die an der DNA-Prozessierung beteiligt sind. So beeinflussen die
Anwesenheit von Oxanin und Xanthin die durch die Escherichia coli Polymerase | durch-
gefiihrte DNA-Replikation, indem sie die Geschwindigkeit und Effizienz der Polymerase
herabsetzen (NAKANO et al., 2005a).

Eine Verdanderung der DNA-Replikation kann auch durch direkte RNS-Protein-Interaktionen
hervorgerufen werden. Zum Beispiel kann die Reaktion von RNS mit den Tyrosinresten der
Ribonukleotid-Reduktase deren Aktivitat herabsetzen und somit die Reduktion der
Nukleotide in Desoxynukleotide vermindern (LEPOIVRE et al., 1991; LEPOIVRE et al., 1994).

Des Weiteren wird das Pausieren der DNA-Replikation in Salmonella Typhimurium unter
nitrosativem Stress damit begriindet, dass diverse RNS mit zinkhaltigen Metalloproteasen

interagieren kdnnen, die an der DNA-Replikation bzw. -Synthese beteiligt sind (SCHAPIRO et
10
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al., 2003). Die Eigenschaft der RNS, mit Metallen und insbesondere mit Fe-S-Cluster zu
reagieren, wirkt sich dahingehend nachteilig auf die Bakterien aus, dass einige Enzyme
Fe-S-Cluster besitzen, die an der Reparatur von DNA-Modifikationen beteiligt sind. So konnte
in Anwesenheit von NO in E. coli eine Inaktivierung der Endonuklease Il durch die
Interaktion von NO mit dem in dem Enzym anwesenden [4Fe-4S]-Cluster nachgewiesen
werden (ROGERs et al., 2003). Durch diese Inaktivierung kann es zu keiner Exzision von
oxidierten DNA-Basen mehr kommen, wodurch die Mutationsrate erhoht wird.

Weitere in der Bakterienzelle vorhandene RNS-Targets sind Proteine, die an der Atmung
oder am Metabolismus der Bakterien beteiligt sind. So kann zum Beispiel die bakterielle
Atmung durch die Bindung von NO an die terminale Cytochrom-bd-Oxidase inhibiert werden
(Borisov et al., 2004), womit die Redox-Balance innerhalb der Zelle nicht aufrechterhalten
und wenig Energie in Form von ATP gebildet werden kann. Auch viele Proteine, die am
Metabolismus beteiligt sind, konnen durch die RNS modifiziert werden. In S. Typhimurium
und E. coli konnten bereits einige Enzyme identifiziert werden, die am Citratzyklus beteiligt
sind und deren Funktion durch NO beeintrachtigt wurden (DUAN et al., 2009; GARDNER et al.,
1997; RICHARDSON et al., 2011). Das Eingreifen der RNS in wichtige Stoffwechselvorgange der
Zelle beeinflusst deren Funktionalitat und Vitalitat, worin unter anderem die antimikrobielle

Wirkungsweise der RNS begriindet liegt.

2.4 Bakterielle Abwehrmechanismen gegen Nitrit und dessen Derivate

Viele Bakterien sind RNS, insbesondere NO, auch auRerhalb des Pokelprozesses ausgesetzt.
So kann das freie Radikal NO intrazellular als Nebenprodukt bei der bakteriellen Nitrit- und
Nitratatmung unter anaeroben Bedingungen entstehen (CORKER and PooOLE, 2003;
GILBERTHORPE and POOLE, 2008). Auch in der Wirtszelle spielt NO wahrend der Immunantwort
eine wichtige Rolle. Es wird bei einer Infektion durch die induzierbare NO-Synthase in der
Wirtszelle produziert, um die invasiven Bakterien zu schadigen und zu téten (CHAKRAVORTTY
and HENSEL, 2003). Zum Schutz vor diesem nitrosativen Stress besitzen Prokaryonten
zahlreiche RNS-Abwehrmechanismen, die je nach Bakterium variieren kdnnen. Gene, die an
der RNS-Abwehr in Gram-negativen Bakterien beteiligt sind, sind zum Beispiel norV und nrfA.
NorV kodiert fur die sauerstoffsensitive NO-Reduktase Flavorubredoxin und reduziert NO
unter anaeroben Bedingungen zu N,O (GOMES et al., 2002; GOMES et al., 2000). NrfA kodiert
flir die periplasmatische Cytochrom-c-Nitritreduktase NrfA und katalysiert neben der
Reduktion von NO, zu NH," auch die Reduktion von NO zu NH,", wodurch die NO-Menge in

der Zelle minimiert wird (SIMON, 2002; VAN WONDEREN et al., 2008).
11
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Ein weiteres Protein, das bei der Abwehr von RNS in den Bakterienzellen eine Rolle spielt, ist
das Flavohamoglobin Hmp. Hmp ist nicht nur fiir die Detoxifizierung von RNS in Gram-
negativen Bakterien (CRAWFORD and GOLDBERG, 1998; GARDNER et al., 1998; HAUSLADEN et al.,
1998), sondern auch in Gram-positiven Bakterien wie Bacillus subtilis und Staphylococcus
aureus verantwortlich (RICHARDSON et al., 2006; ROGSTAM et al., 2007). In B. subtilis wird die
hmp-Transkription durch das Zwei-Komponenten-System ResDE und den NO-sensitiven
Repressor NsrR reguliert (MARINO et al., 2000; NAKANO, 2002; NAKANO et al., 2006). In
S. aureus wird die Expression von hmp durch das ResDE-Ortholog SrrAB reguliert (RICHARDSON
et al., 2006). Hmp scheint allerdings das Bakterium S. aureus nur unter microaerophilen
Bedingungen gut gegen nitrosativen Stress schiitzen zu kénnen (GONCALVES et al., 2006).

Durch Proteomstudien konnte festgestellt werden, dass unter aeroben Bedingungen nicht
nur die Hmp-Expression in B. subtilis und S. aureus unter NO-Stress erhoht wird, sondern
auch andere Schutzmechanismen vorhanden sind (HOCHGRAFE et al., 2008). B. subtilis reagiert
auf NO-Stress durch erhohte Expression von Proteinen, die an der generellen Stressantwort
beteiligt sind und zum SigB-Regulon gehdren (HOCHGRAFE et al., 2008). In S. aureus wird die
Expression von Proteinen induziert, die fur die anaerobe Atmung wichtig sind (HOCHGRAFE et
al., 2008). Besonders das Enzym Lactat-Dehydrogenase scheint dabei eine bedeutende Rolle

zu spielen (RICHARDSON et al., 2008).

2.5 Kontroverse Diskussion im Hinblick auf den Gebrauch von Nitrit als P6kelzusatz

Trotz der Moglichkeit von Bakterien, sich gegen RNS zu schiitzen, konnte experimentell
gezeigt werden, dass sich das Wachstum von Gram-positiven Lebensmittelpathogenen wie
zum Beispiel Clostridium perfringens oder L. monocytogenes in einer mit Nitrit behandelten
Rohwurst in den ersten Reifungstagen verhindern lasst (KABISCH et al., 2012). Dennoch ist der
Einsatz von Nitrit bzw. Nitrat als Pokelzusatz in der Literatur umstritten und wird auch
aullerhalb der Fachwelt diskutiert.

Viele Forscher sehen gesundheitliche Nachteile beim Gebrauch von Nitrit bzw. Nitrat,
welches im Produkt zu Nitrit reduziert wird. Dabei wird vor allem die Entstehung von
Methdmoglobindmie (insbesondere bei Sauglingen) sowie Darm- und Magenkarzinomen
durch den Verzehr von nitrit- bzw. nitrathaltigen Speisen angefiihrt (CHAO et al., 2005;
JAKSZYN and GONzALEz, 2006; LARSSON et al., 2006; MAJUMDAR, 2003). Unter
Methdmoglobindmie versteht man die erhéhte Konzentration von Methamoglobin (MetHb)
im Blut (CAmP, 2007). MetHb ist im Gegensatz zu Hamoglobin (Hb) nicht in der Lage,

Sauerstoff zu transportieren, wodurch die Sauerstoffversorgung im Korper vermindert wird.
12
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MetHb entsteht durch die Oxidierung des Eisenzentrums von Hb durch zum Beispiel Nitrit-
bzw. Nitrat-Derivate (CAMP, 2007; TiTov and PETRENKO, 2005), welche durch die Aufnahme
von gepokelter Nahrung in den menschlichen Koérper gelangen. Zur Risikogruppe der
Methamoglobinamie gehoren vor allem Saduglinge, da fetales Hb leichter oxidiert werden
kann als adultes (WRIGHT et al., 1999). Zudem besitzen Kleinkinder eine NADH-abhangige
MetHb-Reduktase mit geringerer Aktivitat als Erwachsene, wodurch das gebildete MetHb
weniger effizient zu Hb reduziert werden kann (HJELT et al., 1995).

Weitere postulierte Nitrat- bzw. Nitrit-induzierte menschliche Erkrankungen sind Magen-
und Darmkarzinome (CHAO et al., 2005; JAkSzZYN and GONZzALEZ, 2006; LARSSON et al., 2006). Die
Entstehung dieser Karzinome kann durch N-Nitrosamine hervorgerufen werden (CrRoss and
SINHA, 2004; PEGG and SHAHIDI, 2008). Die Bildung von N-Nitrosaminen erfolgt dabei
entweder im Korper durch die Reaktion des durch die Nahrung aufgenommenen und im
sauren Milieu des Magens angesduerten Nitrits mit sekundaren Aminen (VERMEER et al.,
1998) oder auRerhalb des Koérpers durch die starke Erhitzung von gepdkeltem Fleisch
(DRABIK-MARKIEWICZ et al., 2009).

Im Gegensatz dazu konnten andere Forscher keinen Zusammenhang zwischen der
Entstehung von Magen- bzw. Darmkrebs und dem Verzehr von nitrat- bzw. nitrithaltiger
Nahrung feststellen (CRoss et al., 2011; DELLAVALLE et al., 2013).

Arbeiten der letzten Jahre belegen sogar, dass das Nitrit-Hauptderivat NO eines der
wichtigsten Molekiile fur zelluldre Signaltransduktionen darstellt (HILL et al., 2010). Somit
wird aufgrund der profunden biologischen Aktivitat von NO in der menschlichen Physiologie
das durch gepokelte Ware aufgenommene Nitrit bzw. NO als nicht schadlich, sondern sogar
als gesundheitsférdernd angesehen (ARCHER, 2002; HORD et al., 2009). Die momentane
Hochstgrenze der zur Herstellung von Rohwiirsten zugelassenen Menge an NaNO, belauft
sich in der Européischen Union auf 150 mg/kg Br&dt (European Directive 2006/52/EC,

European Parlament, 2006).

3. Der Stickstoffmetabolismus in L. monocytogenes

Viele Gram-positiven Organismen wie zum Beispiel B. subtilis oder S. aureus sind in der Lage,
Nitrat und Nitrit zu reduzieren. Im Zuge dieser Reduzierungsreaktionen entstehen NO-
Molekiile als Nebenprodukte (LUNDBERG et al., 2004). Um sich vor toxischem NO zu schitzen,
besitzen diese Bakterien NO-detoxifizierende Systeme (RICHARDSON et al., 2006; ROGSTAM et
al., 2007). Solche Systeme sind in L. monocytogenes bisher nicht bekannt. Auch ist

L. monocytogenes nicht in der Lage, Nitrit bzw. Nitrat zu reduzieren, da dem Bakterium die
13
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Gene fir eine Nitrit- bzw. Nitratreduktase fehlen (GLASER et al., 2001). Somit ist
L. monocytogenes auf reduzierte Stickstoffquellen wie zum Beispiel Ammonium oder
Aminosduren angewiesen. Es wird vermutet, dass L. monocytogenes unterschiedliche
Stickstoffquellen verwendet, je nachdem, ob es sich innerhalb oder aullerhalb seiner
Wirtszelle befindet. Es konnte jedoch noch nicht festgestellt werden, welche Verbindung das
Bakterium als Stickstoffquelle bevorzugt, wenn es sich in der menschlichen Wirtszelle
befindet. Glutamin wird eine wichtige Rolle fiir die Virulenz und das Uberleben von
pathogenen Bakterien im Wirt zugesprochen (KLOSE and MEKALANOS, 1997). Allerdings wird
postuliert, dass sich eine mogliche Verwendung von Glutamin als Stickstoffquelle durch
L. monocytogenes negativ auf die Wirtszelle auswirken konnte, da der Wirt Glutamin zur
Aufrechterhaltung seiner Zellfunktion benétigen wiirde (JOSEPH and GOEBEL, 2007). Als
alternative intrazelluldre Stickstoffquelle konnte Ammonium fungieren, um die Funktionen
der menschlichen Zelle aufrechtzuerhalten und einen optimalen Lebensraum fir das
Bakterium zu bieten. Ammonium kénnte hierbei aus dem in der Wirtszelle befindlichen
Arginin gewonnen werden (JOSEPH and GOEBEL, 2007). Dieses kann lber den Arginin-ABC-
Transporter ArpJ in die L. monocytogenes Zelle aufgenommen und anschliefRend Uber die
listerielle Arginin-Deiminase zu Ammoniak und Citrullin verstoffwechselt werden (JOSEPH and
GOEBEL, 2007; KLARSFELD et al., 1994). Citrullin konnte dann zu einem weiteren
Ammoniakmolekil sowie CO, und ATP abgebaut werden. Als Katalysatoren dieser Reaktion
wirden die Enzyme Ornithin-Carbamoyltransferase (OCT) und Carbamoyl-Carboxykinase
(CCK) dienen (JoserPH and GOEBEL, 2007).

Eine bereits bekannte alternative Stickstoffquelle einiger pathogener Bakterien innerhalb des
Wirts ist Ethanolamin (GARsIN, 2010). Ethanolamin kénnte somit auch fiir L. monocytogenes
als alternative Stickstoffquelle dienen (JOSEPH and GOEBEL, 2007). Ethanolamin entsteht durch
den Abbau von Phosphatidylethanolamin (PEA) (iber die listerielle Phospholipase C (PlcB).
Anschliefend wird Ethanolamin durch die Vitamin B12-abhangige Ethanolamin-Ammoniak-
Lyase zu Ammoniak und Acetaldehyd hydrolysiert.

Bis dato sind der Stickstoffmetabolismus und dessen Regulation in L. monocytogenes

allerdings weitgehend unerforscht.
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4. Zielsetzung der Arbeit

Ein negativer Effekt des Pdkelzusatzes NaNO, auf das Wachstum von L. monocytogenes
wahrend der Rohwurstherstellung konnte bereits nachgewiesen werden (KABISCH et al.,
2012). Um den Einsatz von NaNO, aus mikrobiologischer Sicht zu rechtfertigen, ist es Ziel
dieser Arbeit, den Einfluss von Nitrit auf das L. monocytogenes Wachstum in vitro naher zu
untersuchen und mogliche Transkriptionsveranderungen in L. monocytogenes in Gegenwart
von Nitrit zu identifizieren. AnschlieBend sollen die daraus gewonnenen Erkenntnisse in
Bezug auf einen moglichen Nitrit-Stress in L. monocytogenes auf andere Gram-positive
Organismen Ubertragen werden.

Es ist bereits bekannt, dass die Virulenz und die Motilitdt von L. monocytogenes unter
anderem von der Aullentemperatur reguliert werden (DONS et al., 1994; DoNs et al., 1992;
JOHANSSON et al., 2002; LEIMEISTER-WACHTER et al., 1992; MICHEL et al., 1998). Einige Forscher
haben bereits Studien zu temperaturabhangigen Transkriptomanalysen in L. monocytogenes
in komplexen Medien durchgefiihrt (GARMYN et al., 2012; TOLEDO-ARANA et al., 2009; WILLIAMS
et al., 2005). Allerdings waren die Ergebnisse dieser Studien nicht kongruent, sondern
unterschieden sich in einigen Genen. Zur weiteren ldentifizierung temperaturabhangig
transkribierter Gene in L. monocytogenes soll in dieser Arbeit das temperaturabhangige
Transkriptom von L. monocytogenes in einem chemisch definierten Minimalmedium
untersucht werden. Anhand der gewonnenen Daten sollen anschlieBend Riickschliisse auf
eine mogliche temperaturabhingige Anpassung des Metabolismus in L. monocytogenes

gezogen werden.
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I1l. Material und Methoden

1. Material

1.1 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstaimme

Bakterienstamm

relevante Eigenschaften

Herkunft/Referenz

L. monocytogenes EGDe

L. monocytogenes EGDe
ApyrP

L. monocytogenes EGDe

AginR

L. monocytogenes EGDe
AglInR::gInR

L. monocytogenes EGD
Integrationsmutanten

E. coli DH5a

B. cereus F4810/72
(AH187)

S. epidermidis ATCC 12228

Serovar 1/2a, EGD-Derivat

In-frame Deletion des Gens pyrP

In-frame Deletion des Gens g/nR

In cis Komplementation von
L. monocytogenes EGDe AgInR;
Reintegration von g/nR in den deletierten
g/nR-Locus

Zufallige chromosomale Integration des
Plasmids pLSV101, welches homologe
L. monocytogenes EGD DNA-Regionen

enthalt

F, deoR, endA1l, recAl, hsdR17(rk mx’),
relAl, A(lacZYA-argF)-
U169,080dlacZAM15,

SUpE44, Athi-1, gyrA96 (Nal®)

Emetischer Referenzstamm; enthalt das
Plasmid pCER270 fiir die Produktion von
Cereulid

Keine Biofilmbildung

Stammsammlung ZIEL
Weihenstephan
(GLASER et al., 2001)

Diese Arbeit

Stammsammlung AG
Dr. Miller-Herbst
(AUER, 2012)

Stammsammlung AG
Dr. Miller-Herbst
(OsPINA, 2012)

Prof. Dr. Thilo Fuchs (ZIEL,
Weihenstephan)
(JosepH et al., 2006;
SCHAUER et al., 2010)

Stammsammlung ZIEL
Weihenstephan
(HANAHAN, 1983)

Stammsammlung ZIEL
Weihenstephan
(TURNBULL et al., 1979)

Stammsammlung ZIEL
Weihenstephan
(ZHANG et al., 2003)

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid

relevante Eigenschaften

Herkunft/Referenz

pLSV101

pLSV101-ApyrP

Verkirzte Version von pLSV1 (WUENSCHER
et al., 1991); Temperaturabhangiger
Shuttle Vektor; Em®

Plasmid fiir die pyrP-Deletion; Em"

(JosePH et al., 2006)

Diese Arbeit

Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Die Oligonukleotide wurden kommerziell
erworben (Invitrogen oder Eurofins MWG Operon), mit dH,0 bzw. DEPC-dH,0 (qRT-PCR) auf eine
Stockkonzentration von 100 pmol/ul eingestellt und bei -20 °C gelagert. Eingefiihrte
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen dargestellt.

Oligonukleotid Sequenz5 > 3’

Konstruktion von L. monocytogenes EGDe ApyrP

pyrP_A
pyrP_B

AGT GCA AAG GGG CTACGCTTG
TGG TTT AGATCT TGT TTC TGT CGT TTC TGT CAT
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pyrP_C

pyrP_D
pyrP_nestAB
pyrP_nestCD

GTT GGG AGATCT TTA AACTTA GTATTA CCA GCC
TCCATT TTT TAATAC GTA CAT

CAC AAA GGA TCC GCT TGT CGG TAT TAA GAC GCG

GAG AAA GAATTC GCG CCA AGT CTT TTT AAC ACT

gRT-PCR (L. monocytogenes)

rpoB_qRT_F
rpoB_qRT_R
16S_qRT_F
16S_gRT_R
agrC_gRT_F
agrC_gRT_R
Imo0133_qgRT_F
Imo0133_gRT_R
inlB_qRT_F
inIB_gRT_R
gdh_gRT_F
gdh_gRT_R
Imo0641_qgRT_F
Imo0641_gRT_R
Imo0995_qgRT_F
Imo0995_ gRT_R
gInR_qRT_F
gInR_gRT_R
gInA_gRT_F
ginA_gRT_R
Imo1425 _gRT_F
Imo1425 gRT_R

ACA CGT ATCTGC GAAAGACT
TTACTT CTT TGC CAT CCACT
AGA CACGGCCCAGACTCCT

GAT CCG AAAACCTTCTTCATACA

TCC ATG TGA TAT CGC ACT AC

AAA TAT CCA CTG CAT CAA GG

GCATTC GGG TAATTG TGT AA

CTT GGG CAA GTATGA ATCAC

AAA CACTGATGG GTCGTT AG
GCT TTT CCA ATA GTG ACT GG
TCC ATG TGA TAT CGC ACT AC

AAA TAT CCA CTG CAT CAA GG

GGA ACT TTG ACA AAT GGA AC
TCC GGT TCT AAG TCT TGT GT
CCGTTITTTCTTAGTT GGCTA
TTT GCATAA GGC TTA GAA CC

CGC TAC TAT GAA GAC CAA GG
TTTTCT TAATTC CCG CAATA
ATCCTG ACATGACTCCATTC

ATA GGA AGA ACT CTG GCT CA

ATG GAA GTTATG TCATGG AA
GGATGATATTAG CGATTT GG

amtB_qRT_F GCA ACT GGA CTT TTT GCT AC
amtB_gRT_R TAC ATA TGC CAC TGT TGA GC
purH_gRT_F AAG AAC ACG GTG CAACTACT
purH_gRT_R GTT TCT CCA GTG ATG TTC GT
pyrAB_qgRT_F TGG AAAATATTG ACC CAG TC
pyrAB_gRT_R CCA CCT TCA ATT TCT AGT GC
Imo2183_qRT_F GCG CTT GTT TCT AGT CAA TC
Imo2183_qRT_F ACC TAA CAC ATT GCA CCA TT
gRT-PCR (B. cereus)
rpoB_qRT_F ATT CCG TAT CGG TCT TTC TC
rpoB_gRT_R AGA TGC AAT AAC AGG ACG AA
pyrAB_qgRT_F TCG AGC CAG CAT TAG ACT AT
pyrAB_gRT_R CAT AACCTC ACCAGTTGCTT
hmp_gRT_F GTATGG TGT CATTGC TGA TG
hmp_gRT_R AAT AAC ATC GCT TTC CTT CA
gRT-PCR (S. epidermidis)
rpoB_qRT_F ATG GGA CGG TTA CAA CTA TG
rpoB_gRT_R TGC ACT TTC AGA TAC GTT TG
hmp_qRT_F GTT TAT TGG TTC TGG CGT AG
hmp_gRT_R ATG GTC GTT CATCTT CTG TC
pyrAB_qRT_F GGC TAT CCA GTT GTA GTT CG
pyrAB_gRT_R TAG CGG TCT ACC AAT ACA GG
pLSV101-spezifische Oligonukleotide
LSV3 AGT ACC ATT ACT TAT GAG

LSV_4380rev

AGG GTT TTC CCA GTC ACG
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1.2 Medien und Medienzusatze

Luria Bertani (LB) Medium:

Brain Heart Infusion (BHI)-
Medium:

BHI-Medium (pH 7):

SOC-Medium:

10 g/l Trypton (Oxoid Thermo Scientific)
5 g/l Hefeextrakt (Oxoid Thermo Scientific)
5 g/1 NaCl (Roth)

37 g/I BHI (Merck Millipore)

37 g/ BHI (Merck Millipore)

5,5 g/l NaH,PO, x H,0 (Roth)

7,12 g/l Na,HPO, x 2 H,0 (Fluka Sigma-Aldrich®)
mit 1 M HCI (Merck Millipore) auf pH 7 eingestellt

20 g/| Pepton (Oxoid Thermo Scientific)

5 g/l Hefeextrakt (Oxoid Thermo Scientific)

3,9 g/I D(+)-Glukose-Monohydrat (Fluka Sigma-Aldrich®)
0,6 g/1 NaCl (Roth)

0,1 g/1 KCI (Roth)

1,25 g/I MgS0, x 7 H,0 (Merck Millipore)

1,05 g/I MgCl;, x 6 H,0 (Roth)

Die jeweiligen Komponenten wurden in dH,O geldst und fir 17 Minuten bei 121 °C

autoklaviert. Fiir die Herstellung von Agarplatten wurde den Medien jeweils 15 g/l Agar

(GibcoBRL) vor dem Autoklavieren zugegeben. Falls gewilinscht wurde der autoklavierte

Agar nach Abkihlen unter 50 °C mit Antibiotika versetzt. Zu Flissigmedien wurden die

Antibiotika direkt vor Beimpfung zugegeben.

Die Flussigmedien wurden bei Raumtemperatur (RT) und die Agarplatten bei 4 °C

aufbewahrt.

Minimalmedium
modifiziert nach
(PREMARATNE et al., 1991)

") Bei Versuchen mit
Ammoniumchlorid
(NH,CI) als einziger
Stickstoffquelle wurde
kein Glutamin zugegeben.

16,4 g/l Na,HPO, x 2 H,0 (Fluka)

6,56 g/l KH,PO, (Roth)

0,6 g/ L-Glutamin (Roth)”’

0,41 g/I MgS0, x 7 H,0 (Merck Millipore)
0,1 g/I L-Leucin (Serva Electrophoresis)

0,1 g/I L-Isoleucin (Merck Millipore)

0,1 g/l L-Valin (Merck Millipore)

0,1 g/l L-Methionin (Sigma-Aldrich®)

0,1 g/l L-Arginin (Sigma-Aldrich®)

0,1 g/I L-Histidin (Roth)

0,1 g/l L-Cystein (Merck Millipore)

100 mg/I Eisen(ll1)-Citrat (Merck Millipore)
1 mg/I Thiamin (Fluka)

0,5 mg/I Riboflavin (Sigma-Aldrich®)

0,5 mg/| Biotin (Sigma-Aldrich®)

0,0015 mg/I DL-6,8-Thioctsaure (Sigma-Aldrich®)
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Nach Zusammenfiigen der oben aufgezahlten Komponenten wurde das Medium mit dH,0
auf 950 ml aufgefillt und mit Hilfe eines Sterilfilters (MILLEX® GP (Merck Millipore),
@ 0,22 uM) steril filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C fir maximal vier Wochen. Glukose
als Kohlenstoffquelle wurde erst unmittelbar vor Beimpfung des jeweiligen Mediums
zugegeben. Daflr wurden bei Versuchen mit Glutamin als einziger Stickstoffquelle zu
26,5 ml glutaminhaltigem Minimalmedium 1,5 ml einer steril filtrierten 20 % Glukose-
Losung gegeben. Das Endvolumen des Mediums vor Zugabe der Bakterienkulturen betrug
somit 28 ml. Bei Versuchen mit Ammonium als einziger Stickstoffquelle wurden zu den
28 ml Medium (26,5 ml glutaminfreies Medium + 1,5 ml Glukose) 23,3 pl einer 250 mg/ml

steril filtrierten NH,Cl-L6sung pipettiert.

Tab. 4: In dieser Arbeit verwendete Medienzusatze

Zusatze Losungsmittel Stock Endkonzentration
Erythromycin 100 % EtOH 100 mg/I (E. coli) 100 pg/l (E. coli)
(Sigma-Aldrich®) 10 mg/I (L. monocytogenes) 10 pg/l (L. monocytogenes)
NaNOj; (Roth) dH,0 50 mg/ml 200 mg/l oder 246 mg/I

NaNO, (sigma-Aldrich®) dH,0 50 mg/ml 200 mg/l oder 1000 mg/I
SNP (Calbiochem Merk dH,0 10 mM 20 uM, 25 uM oder 100 uM
Millipore)

2. Methoden

2.1 Kultivierung der verwendeten Bakterien

Im Allgemeinen wurden L. monocytogenes, Bacillus cereus und Staphylococcus epidermidis
Zellen in BHI-Medium und E. coli Zellen in LB-Medium angezogen. Bei Bedarf wurden die
entsprechenden Antibiotika hinzugefiigt. Fiir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden die
Medien mit jeweils einer Kolonie beimpft und dann bei 37 °C unter kontinuierlichem
Schiitteln (150 rpm) aerob inkubiert. Eine Ausnahme bildeten hierbei die L. monocytogenes
Zellen, welche den temperatursensitiven Shuttle Vektor pLSV101 enthielten oder diesen
chromosomal integriert hatten. Diese wurden bei 30 °C (bei extrachromosomalem
pLSV101) bzw. 42 °C (bei chromosomaler Integration von pLSV101) angezogen.

Die Inkubation der Bakterien auf festen Nahrboden erfolgte auf den entsprechenden
Agarplatten. Daflir wurden die Bakterien ausgestrichen und bei der gewiinschten
Temperatur ein bis zwei Tage (Platten mit Erythromycin) inkubiert.

Fir die langfristige Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden UNKn mit Glyzerin (20 %)

versetzt und bei -80 °C gelagert.
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2.2 Wachstumsanalysen

Wachstumsanalysen im BHI-Medium

Zunachst wurde eine Bakterienkolonie in einen 250 ml Erlenmeyerkolben uberfihrt,
welcher 50 ml BHI-Medium enthielt. Der Kolben wurde bei 37 °C Uber Nacht aerob
inkubiert. Am nachsten Tag wurden 50 ml BHI (pH 7), welches sich ebenfalls in 250 ml
Erlenmeyerkolben befand und bei Bedarf entsprechende Zusatze enthielt, mit 500 pl dieser
UNK beimpft und bei 24 °C geschiittelt. AnschlieRend wurden stiindlich 1 ml Aliquots der
Kulturen entnommen (ab ODgy = 1,00 100 pl, welche anschliefend in der Kiivette mit
900 pl Medium verdinnt wurden), um die optische Dichte der Bakteriensuspensionen bei
600 nm (ODgyo) im Spectrophotometer (Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech) zu bestimmen.
Fir die Auswertung der Kurven wurden die ODgy-Werte gegen die Inkubationszeit

aufgetragen.

Wachstumsanalysen im Minimalmedium

Fiir die Generierung von Wachstumskurven im Minimalmedium wurden 30 ml einer in BHI
angezogenen UNK in Minimalmedium gewaschen, wobei das Minimalmedium auf 37 °C
vorgewdrmt war und keinerlei Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthielt. Hierfiir wurden
die Zellen zunachst geerntet (4000 g, 8 min, RT), in 1 ml Minimalmedium resuspendiert, auf
10 ml aufgefiillt und erneut abzentrifugiert (4000 g, 8 min, RT). Das dabei entstandene
Pellet wurde wiederum in 1 ml Minimalmedium resuspendiert und auf 20 ml aufgefillt. Mit
2,5 ml der gewaschenen Zellen wurden die jeweiligen 250 ml Erlenmeyerkolben beimpft,
welche das bereits mit Glukose und gewlinschter Stickstoffquelle (Glutamin oder NH,CI)
versetzte Minimalmedium enthielten. Das Endvolumen der Kolben betrug 30,5 ml (28 ml
Medium + 2,5 ml Bakteriensuspension). AnschlieRend wurden die Kolben bei 37 °C bzw.
24 °C aerob geschiittelt. Die Messung des ersten ODgy-Wertes erfolgte bei 37 °C nach vier
und bei 24 °C nach sechs Stunden. Weitere Messpunkte wurden in Abstianden von zwei

Stunden genommen.

Wachstumsanalysen mit Hilfe des Bioscreen C Readers

Die Wachstumsanalysen der L. monocytogenes EGD Insertionsmutantenbank im kleinen

Volumen wurden mit Hilfe des Bioscreen C Readers (Oy Growth curves Ab Ltd, Helsinki)
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durchgefiihrt. Dafiir wurden UNKn des Wildtyps und der Mutante 1:100 und 1:500 in einem
Endvolumen von 200 pl eines gepufferten BHI-Mediums (pH 7) verdiinnt. Das BHI-Medium
enthielt entweder 10 pg/ml Erythromycin (Insertionsmutanten) oder die entsprechende
Menge an Ethanol (Wildtyp) und war mit oder ohne 200 mg/l NaNO, versetzt. Die Inku-
bation erfolgte unter kontinuierlichem Schiitteln (shaking step 60) bei 41 °C. Anschliefend
wurde die ODgyo der Zellen alle 30 Minuten Uber einen Zeitraum von 24 Stunden auto-
matisch vermessen. Die Wachstumskurven wurden mit Hilfe einer Microsoft Excel basierten

Software (Transcalactic Ltd, Helsinki) protokolliert.

2.3 DNA-Methoden
2.3.1 Isolierung bakterieller DNA

Isolierung chromosomaler DNA aus L. monocytogenes

AKI-Lésung: 6,7 % (w/v) Saccharose (Roth)
50 mM Tris-HCl (pH 8) (Roth)
1 mM Na,-EDTA (Roth)
3 ml einer L. monocytogenes EGDe UNK wurden abzentrifugiert (16000 g, 2 min, RT) und in
500 pl AKI-L6sung zusammen mit 10 mg/ml Lysozym (Sigma-Aldrich®) sowie 100 pg/ml
RNase A (Sigma-Aldrich®) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Probe bei 37 °C fir
90 Minuten inkubiert. Wahrend dieses Schrittes wurde die Suspension gelegentlich
invertiert, um moglichst viele Zellen zu zerstéren und eine optimale DNA-Ausbeute zu
erlangen. Durch die anschlieRende Zugabe von 12,5 pl einer 20 mg/ml Proteinase K-Losung
(AppliChem), kurzes Mischen und Inkubation bei 50 °C fiir 20 Minuten wurden die nun
freiliegenden Proteine inaktiviert und abgebaut. Dieser Vorgang wurde durch die Zugabe
von 100 pl 10 % SDS (Roth) und einer weiteren Inkubation bei 70 °C fir 10 Minuten
unterstitzt. Nach Abklhlung des Gemisches wurden 200 ul einer neutralen Roti -
Phenol/Chloroform/Isoamyl-Alkoholmischung (Roth) zugegeben und die Phenol-
Chloroform-Extraktion durch Zentrifugation (16000 g, 20 min, RT) herbeigefihrt. Die obere
wassrige Phase, welche die chromosomale DNA enthielt, wurde in ein neues
Mikrozentrifugenréhrchen Uberfiihrt und der Phenol-Chloroform-Schritt wiederholt. Die
daraus resultierende obere Phase wurde sowohl mit 1/10 Volumen einer 3 M
Natriumacetat-Losung (pH 8; Roth) als auch mit 1 Volumen einer Isopropanol-Lésung (Roth)

vermischt und bei 16000 g fir 30 Minuten bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal
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mit 500 ul 70 % EtOH (J. T. Baker) gewaschen, luftgetrocknet und zuletzt in 100 pl dH,0

aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen wurden 9 ml (QiAprep® Spin Miniprep
Kit, Qiagen) bzw. 100 ml (PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit, Invitrogen) einer
UNK verwendet. Die Durchfiihrung der Isolierung erfolgte nach Herstellerangaben. Eluiert
wurden die aufgereinigten Plasmide in 50 ul (Miniprep) bzw. 100 pl (Midiprep) dH,0. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des ND-1000 Spectrometers (NanoDrop®).

Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Der

Ansatz einer Standard-PCR-Reaktion setzte sich folgendermalRen zusammen:

1ul Template DNA

2 ul 10 pmol/ul forward Primer

2 ul 10 pmol/ul reverse Primer

1ul 5 mM dNTP-Mix (Fermentas)

5ul 10 x Pfu-Puffer (+ MgSQ,) (Fermentas)
0,5 ul Pfu-Polymerase (Fermentas)

38,5 ul dH,0

250 ul

Fiir die Durchfiihrung einer Kolonie-PCR oder um auf Anwesenheit von genomischer DNA
(bei der Isolierung von RNA) zu testen, wurde auf die Tag- anstelle der Pfu-Polymerase
zurlickgegriffen und das Endvolumen des Ansatzes auf 25 pl reduziert. Die Ansatze wurden

folgendermaRen pipettiert:

1l Zellsuspension* bzw. aufgereinigte RNA-Probe
1l 10 pmol/ul forward Primer

1l 10 pmol/ul reverse Primer

0,5 ul 5 mM dNTP-Mix (Fermentas)

2,5 ul 10 x Tag-Puffer (Fermentas)

2,5 ul 25 mM MgCl, (Fermentas)

0,1 ul Tag-Polymerase (AG Dr. Miiller-Herbst; aus E. coli isoliert)
16,4 pl dH,0

225l *Eine Kolonie in 100 pl dH,0 resuspendiert.
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Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermo Cycler (Primus 96 advanced, Primus 25
advanced (Peglab); MJ MiniTM Personal Thermal Cycler (Bio-Rad)) mit dem
entsprechenden Programm durchgefiihrt. Hierbei wurde die Elongationszeit auf die

jeweilige AmplikongréRRe angepasst.

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min bzw. 10 min (Kolonie-PCR)
Denaturierung 95 °C 3 min

Annealing 50 °C 30s 30 Zvk|
Elongation 72°C 2 min/kb (Pfu) bzw. yKien

1 min/kb (Taq)

Finale Elongation 72 °C 5 min
Abkiihlen 15°C oo

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

10 x TAE-Puffer (pH 8,3): 2 M Tris Base (Roth)
5,71 % (v/v) Eisessig (sigma-Aldrich®)
50 mM Na,-EDTA (pH 8) (Roth)

Agarosegele: 1-2 % (w/v) Agarose (Biozym, Bioline) in
1 x TAE-Puffer aufgekocht

Die Agarose-Gelektrophorese wurde benutzt, um die Linge von DNA-Fragmenten zu
bestimmen. Je nach FragmentgrofRe wurden 1 bis 2 %ige Agarosegele eingesetzt. Die DNA-
Proben wurden mit 6 x DNA-Auftragepuffer (Fermentas) vermischt und in die
entsprechenden Geltaschen gefiillt. Fiir die GroRenbestimmung der DNA-Banden wurden je
nach erwarteter Lange der GeneRuler 1 kb oder der GeneRuler 100 bp (Fermentas) als
DNA-Marker zusatzlich zu den Proben verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung fand
bei 100 V fir circa 45 Minuten in einer Elektrophoresekammer (peqlLab) statt, welche mit
1 x TAE Puffer gefullt war. AnschlieBend wurden die Gele in 0,5 pug/ml Ethidiumbromid
(Roth) bzw. GelRed™ (5 pl in 100 ml 0,1 M NaCl-Ldsung; Biotium Inc.) fir 30 Minuten
gefarbt. Die Detektion der Banden erfolgte mit Hilfe einer UV-Lichtkamera (Amersham

Pharmacia Biotech Inc.) (Wellenldnge = 254 nm).
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2.3.4 Aufreinigung bakterieller DNA

Des Weiteren wurde die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt, um zum Beispiel
geschnittene DNA- oder PCR-Produkte zu reinigen, die Nebenprodukte enthielten. Hierfir
wurde ein Agarosegel mit den entsprechenden Proben prapariert und unter den bereits in
Kap. 111.2.3.3 beschriebenen Bedingungen laufen gelassen. Die Detektion der Banden
erfolgte unter Bestrahlung des Gels im UV-Licht mit einer Wellenlange von 360 nm. Die
gewlinschten Gelstlicke wurden mittels eines sauberen Skalpells ausgeschnitten, die DNA
mit Hilfe des E.Z.N.A. Gel Extraction Kits (Omega Bio-Tek) nach Angaben des Herstellers
isoliert und in dH,0 eluiert.

Zum Umpuffern von Restriktions- oder Ligationsansatzen als auch zur Aufreinigung von
PCR-Produkten ohne Nebenprodukte wurde das E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek)
verwendet und die Proben in dH,0 eluiert.

Die aufgereinigten DNA-Fragmente wurden bei -20 °C gelagert.

2.3.5 Restriktionsverdau von DNA

Die Restriktionsspaltung von DNA wurde mit Hilfe des entsprechenden Enzyms und Puffers
(Fermentas) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Es wurden 20 bis 30 pg Vektor DNA
bzw. die gesamte Menge eines PCR-Produkts fiir die Reaktion eingesetzt. Bei einem
Doppelverdau wurde die Restriktion nacheinander durchgefihrt. Die Puffersysteme
wurden hierbei durch Verwendung des E.Z.N.A. Cycle Pure Kits (Omega Bio-Tek; Kap.

111.2.3.4) gewechselt. Ein typischer Restriktionsansatz ist im Folgenden dargestellt:

86 pl PCR-Produkt (in dH,0 eluiert)
10 [J.| 10 x Puffer (Fermentas)

4 ul Restriktionsenzym (Fermentas)
2100 pl

Dephosphorylierung

Mit Restriktionsenzymen geschnittene Vektoren wurden nach dem Verdau mit Hilfe der
Shrimp Alkalischen Phosphatase (SAP) dephosphoryliert, um eine mogliche Religation, vor
allem bei Verwendung nur eines Restriktionsenzyms, zu vermeiden. Die Proben setzten sich

aus
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88 ul geschnittenem Vektor

10 pl 10 x SAP-Puffer (Fermentas)
2 ul SAP (Fermentas)

2100 pl

zusammen. Die Ansatze wurden fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und mit Hilfe des

E.Z.N.A. Cycle Pure Kits (Omega Bio-Tek; Kap. 111.2.3.4) gereinigt.

2.3.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Verdaute DNA-Fragmente wurden unter Verwendung der T4-DNA-Ligase nach
Herstellerangaben miteinander ligiert. Daflir wurden zunachst die Konzentrationen der zu
ligierenden Fragmente im ND-1000 Spectrometer (NanoDrop®) bestimmt. Vektor- zu Insert-
DNA wurde in einem molaren Verhaltnis von 1:3 und Fragmente mit gleicher Lange in

einem molaren Verhaltnis von 1:1 eingesetzt. Es wurden

1ulbzw. 2yl Vektor bzw. linearisierte DNA
3 ulbzw. 2 ul  Insert bzw. linearisierte DNA

1ul 10 x Ligase-Puffer (Fermentas)
1l 5 U/ul T4-DNA-Ligase (Fermentas)
4 ul dH,0

210l

vermischt und tUber Nacht bei 15 °C inkubiert.

2.4 Transformation und genetische Veranderungen von Bakterien

2.4.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli Zellen

Fir die Praparation von CaCl,-kompetenten Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml
einer E. coli UNK beimpft und bis zu einer ODgyo von circa 0,30 bis 0,60 angezogen. Nach
Erreichen dieser ODgy wurden die Zellen abgeerntet (1860 g, 10 min, 4 °C) und in 20 ml
einer gekihlten 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert. Die Zellen wurden bei 4 °C fir
30 Minuten inkubiert und anschlieRend erneut pelletiert (1860 g, 10 min, 4 °C). Das Pellet
wurde in 10 ml einer geklhlten 0,1 M CaCl,-Lésung aufgenommen, welche 20 % Glyzerin als
Frostschutzmittel enthielt. 100 bis 300 pl Aliquots wurden unmittelbar in fllissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.
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Herstellung elektrokompetenter L. monocytogenes Zellen

SMHEM-Medium: 16,3 g Saccharose (Roth)
0,036 g MgCl x 6 H,0 (Roth)
0,085 g HEPES (Roth)
Auf 50 ml mit dH,0 aufgefullt und steril filtriert
Lagerung bei -4 °C

100 ml BHI-Medium, welches 0,2 g Glyzin (Merck Millipore) enthielt, wurde mit 1 ml einer
L. monocytogenes UNK beimpft und bei 37 °C bis zum Erreichen einer ODgy von 0,50
inkubiert. AnschlieRend wurde die Kultur mit 5 pg/ml Penicillin G (Biochrom AG) behandelt
und bei 37 °C weiter inkubiert. Als eine ODgy von 0,65 erreicht war, wurden die Zellen auf
zwei 50 ml Falcons aufgeteilt, abzentrifugiert (1200 g, 10 min, 4 °C), in jeweils 5 ml
gekihltem SMHEM-Medium resuspendiert und erneut zentrifugiert (1200 g, 10 min, 4 °C).
Die gewaschenen Zellen wurden anschliefend in jeweils 500 pl gekiihitem SMHEM-Medium
aufgenommen. 100 pl Aliquots dieser Zellsuspension wurden sofort in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.4.2 Transformation kompetenter Bakterienzellen

Transformation von CaCl,-kompetenten E. coli Zellen

CaCly-kompetente E. coli Zellen (Kap. Ill.2.4.1) wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 pl
Plasmid-DNA oder 10 pul eines Ligationsansatzes versetzt. Das Zell-DNA-Gemisch wurde fiir
30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend einem Hitzeschock ausgesetzt, bei welchem
die Zellen fir 90 Sekunden auf 42 °C (Thermoblock, Biometra) und anschlieRend sofort fiir
weitere zwei Minuten auf Eis gegeben wurden. Danach wurde zu der Suspension 1 ml
SOC-Medium pipettiert und dieses bei 37 °C fir sechs Stunden unter kontinuierlichem
Schiitteln inkubiert. 100 pl der Kultur wurden auf einer Platte ausgestrichen, welche das
entsprechende Antibiotikum enthielt. Der Rest der Kultur wurde abzentrifugiert (2300 g,
3 min, RT), der Uberstand verworfen, das Pellet im Riicklauf resuspendiert und auf eine
weitere Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Die Platten wurden

bei 37 °C fiur 24 bis 48 Stunden inkubiert.
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Transformation von elektrokompetenten L. monocytogenes Zellen

Zu 100 pl auf Eis aufgetauten elektrokompetenten L. monocytogenes Zellen (Kap. 111.2.4.1)
wurden 1 bis 4 pyg Plasmid-DNA gegeben. Die Zellen wurden fiir eine Minute auf Eis
gehalten, anschlieRend einem elektrischen Puls (12,5 kV/cm, 25 uF, 200 Q) im GenePulser®
Electroporation System (BioRad) ausgesetzt und sofort mit 1 ml BHI-Medium versetzt. Die
Kultur wurde bei 30 °C fiir sechs Stunden unter kontinuierlichem Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend wurden 100 ul der Suspension auf eine BHI-Platte aufgetragen, welche
10 pg/ml Erythromycin enthielt. Der Rest der Zellen wurde abzentrifugiert (2300 g, 3 min,
RT), der Uberstand verworfen, das Pellet im Riicklauf resuspendiert und auf eine weitere
Platte ausplattiert, welche ebenfalls mit 10 pg/ml Erythromycin versetzt war. Die

Inkubation erfolgte zwei Tage bei 30 °C.

2.4.3 Herstellung von L. monocytogenes Deletionsmutanten

Die L. monocytogenes in-frame Deletionsmutanten wurden mit Hilfe des Prinzips der
homologen Rekombination konstruiert. Hierbei wurde der Vektor pLSV101 (Abb. 3) (JOSEPH
et al., 2006) verwendet, welcher einen temperatursensitiven Origin of Replication (ori) fur
Gram-positive Bakterien besitzt. Aufgrund dieser Eigenschaft ist eine Replikation des

Vektors bei hoheren Temperaturen als 37 °C nicht mehr moglich.

ori Gram”

pLSV101
(5491 Bp)

Abb. 3: Plasmidkarte von pLSV101. Das Plasmid pLSV101 ist ein pLSV1-Derivat (WUENSCHER et al., 1991) und
besitzt neben einer Erythromycin-Resistenz einen Replikationsursprung sowohl fiir Gram-negative (ori Gram’;)
als auch fur Gram-positive Bakterien (repF-ts). Letzterer ist temperatursensitiv, was zur Folge hat, dass pLSV101
in Gram-positiven Bakterien bei Temperaturen ab 37 °C nicht selbststandig replizieren kann.

Der Ablauf der Herstellung einer Deletionsmutante ist in Abb. 4 schematisch dargestellt.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Herstellung einer L. monocytogenes in-frame Deletionsmutante.
(A) Konstruktion des Deletionsplasmids pLSV101-Ax (x = zu deletierendes Gen) in E. coli DH5a. Als Template fur
die Generierung der beiden Fragmente AB und CD diente die listerielle chromosomale DNA. Nach Amplifizierung
der Fragmente mit Hilfe der Oligonukleotidpaare x_A und x_B bzw. x_C und x_D wurden die Fragmente Bgll|
verdaut und ligiert. Das daraus resultierende Fragment nestAD wurde unter Verwendung der Oligonukleotide
x_nestAB und x_nestCD aufamplifiziert und tber EcoRl und BamHl in den Vektor pLSV101 kloniert.
(B) Herstellung der L. monocytogenes EGDe Deletionsmutante. Das Plasmid pLSV101-Ax wurde in L. mono-
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cytogenes EGDe elektroporiert. Die homologe Rekombination Uber die Fragmente nestAB oder nestCD in
Verbindung mit der erhéhten Inkubationstemperatur von 43 °C fiihrte zu einer Integration des Plasmids in das
listerielle Chromosom. Nachfolgende Subkultivierungsschritte bei 30 °C in Abwesenheit des Antibiotikums
erlaubten eine Reexcision und den anschlieBenden Verlust des Plasmids und flihrten zur Generierung von
L. monocytogenes EGDe Ax oder L. monocytogenes EGDe.

Zunachst wurden die beiden Fragmente AB und CD, welche sich ungefahr 1000 Basenpaare
(Bp) down- und upstream der zu deletierenden Gensequenz befinden, mittels PCR unter
Verwendung der L. monocytogenes Oligonukleotidpaare x_A (x = das zu deletierende Gen)
und x_B bzw. x_C und x_D generiert. Als Template diente hierbei chromosomale DNA von
L. monocytogenes EGDe. Uber die eingebrachten Bglll-Schnittstellen wurden diese beiden
Fragmente miteinander ligiert. Eine PCR mit den Oligonukleotiden x_nestAB und x_nestCD
lieferte das Produkt nestAD, welches Uber die beiden Restriktionsenzyme EcoRI und BamH]
in den Vektor pLSV101 kloniert wurde. Das daraus resultierende Deletionsplasmid
pLSV101-Ax wurde in E. coli repliziert, aufgereinigt und durch die Firma GATC sequenziert.
AnschlieBend wurden L. monocytogenes EGDe Zellen mit dem sequenzierten Plasmid
elektroporiert und auf BHI-Agarplatten, die 10 pg/ml Erythromycin enthielten (Em10-
Platten), bei 30 °C fiir zwei Tage inkubiert. Eryhtromycin-resistente Zellen, die das Plasmid
pLSV101-Ax enthielten, wurden mittels PCR unter Verwendung der beiden
plasmidspezifischen Oligonukleotiden LSV3 und LSV_4380rev identifiziert. In einem
nachsten Schritt wurde von einer Einzelkolonie einer positiven Transformante eine UNK bei
30 °C angefertigt und aus dieser am nachsten Tag 100 pl einer 102 und 10® Verdiinnung auf
Em10-Platten ausplattiert. Die Inkubation dieser Platten erfolgte bei 42 °C fir
24 bis 48 Stunden. Zellen, die bei dieser hohen Temperatur auf Erythromycin wachsen
konnten, mussten das Plasmid in das Chromosom integriert haben, da dieses sich aufgrund
seines temperatursensitiven ori nicht mehr selbststindig replizieren konnte. Die
chromosomale Integration von pLSV101-Ax wurde mittels PCR unter Verwendung der
beiden Oligonukleotidpaare LSV3 und x_D bzw. LSV_4380rev und x_A nachgewiesen.
Positive Klone wurden in BHI subkultiviert, indem zunachst eine Einzelkolonie in 3 ml BHI
fir 24 Stunden bei 30 °C inkubiert wurde. AnschlieRend wurden jeweils 30 pl der
vorangegangenen Subkultivierung nach 24 Stunden Inkubation bei 30 °C in weitere 3 ml
BHI-Medium pipettiert. Nach jedem Subkultivierungsschritt wurden 100 pl einer 10 und
10" Verdiinnung der Kulturen auf Platten ohne Antibiotikum ausplattiert und bei 30 °C iber
Nacht inkubiert. Die gewachsenen Zellen wurden mit Hilfe eines Replikatorstempels auf
Platten mit und ohne Antibiotikum {ibertragen, um eventuelle Erythromycin-sensitive
Zellen zu identifizieren. Die Platten mit Erythromycin wurden zwei Tage, die Platten ohne

Antibiotikum einen Tag bei 30 °C bebriitet. Zellen, die auf Em10-Platten nicht mehr
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wachsen konnten, mussten das Plasmid pLSV101-Ax durch homologe Rekombination aus
dem Chromosom entfernt und durch den fehlenden Selektionsdruck verloren haben. Dies
hatte entweder eine Deletion des Zielgens oder eine Herstellung des Wildtyps zur Folge,
was mittels PCR und mit Hilfe der Oligonukleotide x A und x_D untersucht wurde.
Identifizierte L. monocytogenes EGDe Ax-Mutanten wurden durch die Firma GATC

sequenziert, um die Richtigkeit ihrer Sequenz zu bestatigen.

2.5 RNA-Methoden

2.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus L. monocytogenes

Wahrend der Arbeit mit RNA wurden besondere SicherheitsmaBnahmen getroffen, um eine
mogliche Degradierung der RNA durch RNasen zu vermeiden. Zunachst wurde eine
Ubertragung von RNasen der menschlichen Haut durch Verwendung von Handschuhen
wahrend des gesamten Isolierungsprozesses ausgeschlossen. AuRerdem wurden Pipetten
benutzt, mit denen noch keine RNasen pipettiert worden waren, sowie Pipettenspitzen und
Reaktionsgefalle verwendet, welche nicht autoklaviert worden waren. Vor und nach der

RNA-Isolierung wurde der Arbeitsplatz mit 70 % (v/v) vergélltem Ethanol gereinigt.

Herstellung von DEPC-dH,0

dH,0 wurde mit 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, um darin enthaltene
RNasen zu deaktivieren. Das Gemisch wurde Uber Nacht bei RT unter Rihren auf einem
IKAMAG® RCT Magnetrihrer (IKA®) inkubiert. Um das DEPC zu entfernen, wurde

anschlieBend das Wasser zweimal autoklaviert.

Gewinnung von Zellmaterial aus BHI-Medium

3 ml einer L. monocytogenes, S. epidermidis oder B. cereus UNK wurden in 200 ml BHI pH 7
gepuffert Gbertragen. Anschliefend wurde die Kultur bis zum Erreichen einer ODgy von
0,30 bis 0,35 bei 24 °C unter kontinuierlichem Schiitteln inkubiert. Hierauf wurde die
Suspension in 50 ml Kulturen aufgeteilt (200 ml Erlenmeyerkolben). Der Referenzkultur
wurden keine Zusatze zugegeben, wahrend die anderen Kulturen mit den entsprechenden
Mengen an NaNQO;, NaNO, bzw. SNP induziert und vor dem Abernten (4200 g, 8 min, RT) fiir
weitere zwei Stunden bei 24 °C geschiittelt wurden. Die L. monocytogenes Referenzkultur

wurde bereits nach einer Stunde und 40 Minuten abzentrifugiert (4200 g, 8 min, RT), um
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die gleiche Wachstumsphase der Zellen mit und ohne Additiven zu gewahrleisten. Die
Zellpellets wurden unmittelbar nach der Zentrifugation in fllssigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur RNA-Isolierung bei -80 °C gelagert.

Gewinnung von Zellmaterial aus Minimalmedium

30 ml einer L. monocytogenes UNK wurden abzentrifugiert (4200 g, 8 min, RT) und mit auf
37 °C vorgewarmtem Minimalmedium, wie unter Kap. 11l.2.2 beschrieben, gewaschen.
Danach wurden die Kulturen bei 24 °C bzw. 37 °C bis zum Erreichen einer ODgy von 0,80 bis
0,87 aerob inkubiert. Nach Abernten der Bakterien (4200 g, 8 min, RT) wurden die Pellets in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Isolierung bei -80 °C gelagert.

RNA-Isolierung

Fiir die RNA-Isolierung wurden die entsprechenden Pellets auf Eis aufgetaut und in jeweils
1 ml TRI® Reagent (Sigma-Aldrich) resuspendiert. Das Zell-Tri® Reagent-Gemisch wurde in
2 ml Shredder Tubes (Sarstedt) Uberfiihrt, welche bereits bodenbedeckt Silikakligelchen
(@ 0.1 mm; Roth) enthielten. AnschlieRend wurde das Gemisch fiunf Minuten bei RT
stehend inkubiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte unter Verwendung der FastPrep -24
(MP Biomedicals). Dabei wurden die Zellen vier Mal bei 45 Sekunden mit einer
Geschwindigkeit von 6,5 m/s geschittelt, wahrend die Suspensionen zwischen den
Schritten fiir eine Minute auf Eis gehalten wurden. Zu den aufgeschlossenen Zellen wurden
200 pl Chloroform gegeben, das Gemisch durch Invertieren vermengt, bei RT flr drei
Minuten inkubiert und abzentrifugiert (12000 g, 15 min, 4 °C). Die dabei gebildete obere
klare Phase wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefal} Uberfihrt und mit 500 pl
Isopropanol versetzt. Nach Mischen durch Invertieren wurden die Proben fiir zehn Minuten
auf RT stehen gelassen und abzentrifugiert (12000 g, 10 min, 4 °C). Die RNA-Pellets wurden
mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen (7500 g, 5 min, 4 °C) und vor Resuspension in 80 pl
DEPC-dH,0 fiir 15 Minuten bei RT luftgetrocknet. Die noch vorhandene DNA wurde durch
Zugabe von 10 pl RQ1 RNase-free DNase und 10 pl des dazugehorigen Puffers (Promega)
(45 min, 37 °C) entfernt. Zur Entfernung der DNase wurden 100 pl Chloroform hinzugefiigt,
die Proben durch Invertieren vermischt, bei 15000 g fir 15 Minuten auf 4 °C abzentrifugiert
und 80 pl der oberen Phase in ein neues 1,5 ml EppendorfgefaR pipettiert. Diese wurde
dann mit DEPC-dH,0 auf 100 pl aufgefiillt und einem weiteren Aufreinigungsschritt und
DNase-Verdau unter Verwendung des RNeasy® Mini Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben
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unterzogen. Die isolierte RNA wurde zum Schluss in 30 pl RNase-freiem Wasser (Qiagen)
aufgenommen und deren Konzentration im ND-1000 Spectrometer (NanoDrop®) bestimmt.
Des Weiteren wurde die Intaktheit der RNA durch Agarose-Gelelektrophorese (Kap.
111.2.3.3) untersucht und die Abwesenheit von DNA mittels PCR unter Verwendung von
L. monocytogenes spezifischen Oligonukleotiden (iberprift. Die isolierten RNA-Proben
dienten hierbei als Template. Bei Anwesenheit von DNA in den Proben wurde eine erneute
Aufreinigung und ein erneuter DNase-Verdau mit Hilfe des RNeasy” Mini Kit durchgefiihrt.

Die aufgereinigte RNA wurde auf -80 °C gelagert.

2.5.2 Transkriptomanalysen

DNA-Microarrays

Um das Transkriptom von L. monocytogenes EGDe unter verschiedenen Bedingungen zu
untersuchen, wurden DNA-Microarrays verwendet, bei welchen synthetische 70mer
Oligodeoxyribonukleotide (Operon Biotechnologies) auf mit Epoxid beschichtete
Objekttrager aus Glas gespottet wurden (BioCat GmbH). Diese Oligonukleotide
beinhalteten alle offenen Leserahmen des L. monocytogenes Genoms und wurden jeweils

zweimal auf einen Objekttrager gespottet.

Synthese fluoreszenzmarkierter DNA

20 x SSC: 3 M NacCl
0,3 M Natriumcitrat
Auf pH 7 eingestellt

Die isolierten und zu vergleichenden RNA-Proben (Kap. 111.2.5.1) wurden auf Eis aufgetaut.
Jeweils 30 pg RNA wurden mit 3 pl random-Nonamer-Oligonukleotide (GE Healthcare)
versetzt und mit DEPC-dH,0 auf ein Endvolumen von 18 pl aufgefillt. Zur Denaturierung
von RNA-Sekundarstrukturen wurden die Proben fir finf Minuten bei 70 °C inkubiert,
bevor sie fiir zehn Minuten auf RT gestellt wurden, um eine optimale Bindung der random-

Oligonukleotide zu ermdoglichen. AnschlieBend wurden folgende Reagenzien hinzugefiigt:
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8 ul 5 x CyScript Buffer (GE Healthcare) oder 5 x First Strand Buffer (Invitrogen)
4 ul 0,1 M DTT (Sigma-Aldrich®)

1l 20 mM dATP (Fermentas)

1l 20 mM dGTP (Fermentas)

1l 20 mM dTTP (Fermentas)

0,8 ul 20 mM dCTP (Fermentas)

2 ul bzw. 100 U/ul CyScript Reverse Transkriptase (GE Healthcare) bzw.

1ul 200 U/ul Superscript Il Reverse Transkriptase (Invitrogen)

Ad 20 ul DEPC-dH,0

220 ul

Zu diesen 38 pl wurden dann jeweils 2 pl der lichtempfindlichen Fluoreszenzmarker
Cy3-dCTP (Bedingung 1) bzw. Cy5-dCTP (Bedingung 2) (GE Healthcare) dazugegeben und die
cDNA-Synthese bei 42 °C fir zwei Stunden in einem Endvolumen von 40 ul je Ansatz
durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die RNA mittels DNase-free RNase (Roche Diagnostics;
2 pl einer > 30 U/mg Losung) fur 45 Minuten bei 37 °C verdaut. Die cDNA wurde unter
Verwendung des QIAquick® PCR-Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben
aufgereinigt und in 40 ul Elutionspuffer eluiert. Die zu vergleichenden Proben, welche mit
den unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern markiert wurden, wurden vereint und das
Volumen unter Anlegen eines Vakuums im Concentrater 5301 (Eppendorf; 15 min, 45 °C)
auf 30 pl eingeengt. Im Anschluss daran wurden 60 pl 20 x SSC und 4 pul 1 % SDS
hinzupipettiert, die Reaktionsgefdlle bei 94 °C fiir eine Minute inkubiert und sofort auf Eis
gestellt. Die cDNA wurde auf die Microarray-Objekttrager aufgetragen und fir
16 bis 18 Stunden bei 64 °C hybridisiert.

Waschen der Objekttrdger

Waschldsung 1: 2 x SSC
0,2 % SDS

Waschldsung 2: 2 x SSC

Waschldsung 3: 0,2 x SSC

Nach der Hybridisierung wurden die Objekttrager zunachst in Waschlésung 1 (10 min,
60 °C), dann in Waschlosung 2 (10 min, RT) und zum Schluss zweimal in Waschlésung 3
(10 min, RT) gesaubert. Unmittelbar vor der Zentrifugation (1600 g, 3 min, RT) wurden die
Objekttrager kurz in 4 °C kalten Isopropanol getaucht, um einer moglichen Schlierenbildung

durch den Trocknungsvorgang zuvorzukommen.
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Scannen und Auswertung

Die getrockneten Objekttrager wurden im GenePix 4000B Scanner (MDS Analytical
Technologies) gescannt und mittels des GenePix Pro Programms (Software Version 6.0;
Axon Instruments) analysiert. Zur Normalisierung der Daten wurden die arithmetischen
Mittel der verschiedenen Cy5/Cy3-Verhaltnisse auf eins gesetzt (GenePix Pro Programm).

Generell wurden nur Spots in die finale Auswertung genommen, deren Fluoreszenzsignal
hoher als das Hintergrundsignal plus einer Standardabweichung war. Spots, die eine
unregelmalliige Morphologie aufwiesen, wurden nicht berlicksichtigt, wenn sich deren
Median-, Mittel- und Regressionsquotienten um mehr als 30 % unterschieden. Um einen
Ausschluss positiver Spots aufgrund der automatisierten Auswertung des Programms zu
minimieren, wurden die Rohdaten der Spots ndher analysiert, deren log, Medianquotient
2 1 oder < -1 betrug. Wenn die Intensitdt ihrer Cy5- oder Cy3-Fluoreszenzen mindestens
50 % der Intensitat erreichte, die fiir den Durchschnitt aller Spots auf diesem Objekttrager
berechnet wurde, wurden diese in die Auswertung miteinbezogen. Die Transkription von
Genen wurde als signifikant hoher oder niedriger im Vergleich zu einer anderen Bedingung
angesehen, wenn (i) bei mindestens sieben (Transkription mit 200 mg/l NaNO,/Trans-
kription ohen NaNO,; vgl. Kap. IV.1.4) bzw. neun (Transkription bei 24 °C/Transkription bei
37 °C; vgl. Kap. IV.2.1) glltigen Spots der log, Medianquotient-Werte von > 1 oder < -1
betrug und wenn (ii) das arithmetische Mittel der log, Medianquotienten der validen Spots
sich im Bereich > 1 oder < -1 befand. Das log, relative Transkriptionslevel (log, RTL)

bezeichnet das arithmetische Mittel der log, Medianquotienten aller validen Spots.

Next Generation Sequenzierung (NGS)

Neben den DNA-Miocroarrays ist die Next Generation Sequenzierung (NGS) eine weitere
Methodik, um Transkriptomstudien durchzufiihren. Dabei wird das gesamte Transkriptom
in cDNA umgeschrieben, diese sequenziert und gegen das Referenzgenom gemappt, um die
Countanzahl der jeweiligen DNA-Fragmente fiir ein Gen pro Bedingung zu bestimmen.
Durch Vergleichen der jeweiligen Counts pro Gen pro Bedingung lassen sich die

unterschiedlichen Genexpressionen ermitteln.
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RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA fiir die NGS wurde bis zum Lufttrocknungsschritt wie in Kap. 1l.2.5
beschrieben durchgefiihrt. Nachdem die RNA an der Luft getrocknet war, wurde diese in
40 pl Nuklease-freiem Wasser (Ambion Life Technologies) rehydriert und deren
Konzentration im ND-1000 Spectrometer (NanoDrop®) bestimmt. AnschlieBend wurde die
RNA-Qualitdt mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers (Agilent Technologies) unter
Verwendung des Agilent RNA 6000 Pico Kits (Agilent Technologies) nach Herstellerangaben
Uberprift. Fur die Entfernung der rRNA wurde das MicrobExpress™ Kit (Ambion Life
Technologies) nach Angaben des Herstellers benutzt. Die Konzentration der rRNA-freien
RNA wurde im ND-1000 Spectrometer bestimmt und eine weitere Qualitatsanalyse mittels
des Agilent 2100 Bioanalyzers durchgefiihrt. Insgesamt konnten 55 bis 75 % der rRNA-
Fragmente aus der isolierten RNA entfernt werden. Fir die Entfernung der noch
vorhandenen DNA wurde das Turbo DNA-free™ Kit (Ambion Life Technologies), wie im
Protokoll des Herstellers beschrieben, eingesetzt. Die vorhandenen 50 pl der von DNA
befreiter RNA wurden fiir die Fragmentierung und Herstellung der Library

weiterverarbeitet.

Generierung der Library

Die RNA wurde im Covaris E220 (Covaris) in den daflir eigens vorgesehenen Gefilien
fragmentiert (180 s, 10 % Duty Cycle, 175 Watt, 200 Cycles/Burst, Fragmentldnge:
150 Basen). Eine erfolgreiche Fragmentierung konnte im Agilent 2100 Bioanalyzer
nachgewiesen werden. Die fragmentierte RNA wurde mit Hilfe einer Ethanolfadllung
aufgereinigt. AnschlieBend wurde ihre Konzentration im ND-1000 Spectrometer gemessen.

Dephosphoryliert wurden die RNA-Fragmente unter Verwendung von folgendem Ansatz:

25 ul 250 ng fragmentierte RNA

3ul 10 x Antarktische Phosphatase-Puffer (New England BiolLabs®)
2 ul Antarktische Phosphatase (New England BiolLabs®)

230ul

Die Proben wurden fir 30 Minuten auf 37 °C inkubiert und mit Hilfe des miRNeasy Mini Kits
(Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Eluiert wurde in 30 pul RNase-freiem Wasser

(Qiagen). AnschlieRend fand die Phosphorylierungsreaktion wie folgt statt:
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30 ul Probe

2 ul T4-Polynukleotidkinase (New England BioLabs®)
3,5ul 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer (Thermo Fisher Scentific)
2 35,5 ul

- Inkubation eine Stunde bei 37 °C

Die Proben wurden mittels miRNeasy Mini Kit (Qiagen) aufgereinigt, in 30 ul RNase-freiem
Wasser (Qiagen) eluiert und deren Konzentration im ND-1000 Spectrometer bestimmt. Die
verschiedenen Proben wurden in einem Volumen von 30 pl mit RNase-freiem Wasser
(Qiagen) auf die gleiche Konzentration eingestellt und in der SpeedVac unter Anlegen eines
Vakuums auf 5 pl eingeengt (30 min, 30 °C). Im weiteren Verlauf wurde mit dem TruSeq®
Small RNA Sample Preparation Kit (lllumina) nach Herstellerangaben weitergearbeitet. In
diesem wurden die verschiedenen Adaptoren fir die Sequenzierungsreaktion an die
jeweiligen RNA-Fragmente ligiert, diese revers transkribiert und mittels PCR amplifiziert.
Die daraus resultierende DNA wurde mit Hilfe eines 6 %igem Novex® TBE PAGE Gels
(Invitrogen) aufgetrennt und Fragmente mit einer Ldnge von 190 bis 200 Bp ausgeschnitten.
Zur Detektierung der DNA wurde SYBR® Gold (Invitrogen) (5 pl in 50 ml 1 x Novex® TBE-
Puffer, Invitrogen) verwendet. Die DNA wurde aus den jeweiligen Gelstlickchen mit Hilfe
von Spin-X Centrifuge Tube Filter (@ 0,22 pM; Costar) aufgereinigt und durch Ethanolfallung
in 10 ul aufkonzentriert. Die Konzentration der Libraries wurde im Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen) gemessen und deren Qualitdt im Agilent 2100 Bioanalyzer unter Verwendung
des Agilent High Sensitivity DNA Kits (Agilent Technologies) Uberprift. Fur die
anschlieBende Sequenzierungsreaktion wurden die gemessenen ng/ul der verschiedenen

Libraries in nM durch die Formel

[ng/ul] x 1 x 10°

(195 Bp = Langendurchschnitt der
(195 Bp x 650 Da/Bp)

ausgeschnittenen Fragmente)

umgerechnet (UCI Genomics High Throughput Facility; Illlumina Guidelines;
http://ghtf.biochem.uci.edu/content/illumina-guidelines).  AnschlieRend wurden die
Libraries zu gleichen Teilen zu einer Endkonzentration von 1 nM in 10 pl Endvolumen
vereint. Durch die Zugabe von 9 pl Elutionspuffer (lllumina; 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 + 0,1%
Tween) und 1 pul 2 M NaOH wurde der Library-Pool auf 0,5 nM verdinnt und bis zur

Sequenzierungsreaktion bei -80 °C aufbewahrt.
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Sequenzierung

Die notwendigen Vorbereitungen fir das Sequenzieren im MiSeq™ Sequenziergerit
(Ilumina) richteten sich nach dem ,,MiSeq® System User Guide“. Wahrend des dreimaligen
Vorwaschens des Sequencers wurde das Sample Sheet erstellt (Assay: Small RNA; 50 bp
single read) und der bereits generierte und bei -80 °C aufbewahrte Library-Pool durch
Zugabe einer auf 4 °C vorgekihlten HT1-Lésung (lllumina) auf eine Konzentration von
10 pM in einem Endvolumen von 1 ml eingestellt. Die Cartridge und Flow cell, welche aus
dem MiSeq® Reagent Kit v2 (lllumina) entnommen wurden, wurden fiir den
Sequenzierungsvorgang, wie im ,MiSeq® System User Guide” angegeben, vorbereitet.
AnschlieBend wurden 600 ul des 10 pM Library-Pools in die Cartridge geladen und

sequenziert.

Auswertung

Die aus dem MiSeq Sequencer erhaltenen FASTQ-Dateien wurden mit Hilfe des FTP-Clients
FileZilla auf den Galaxy Server geladen und unter Verwendung des FASTQ-Groomer in
FASTQSANGER-Formate konvertiert (BLANKENBERG et al., 2010). AnschlieBend wurden diese
auf das L. monocytogenes EGDe Genom mittels Bowtie fur Illumina (LANGMEAD et al., 2009)
gemappt (Standardeinstellungen: 28 Bp Kernldnge; hochstens zwei Nukleotidunterschiede
in der Kernsequenz; ein maximaler Schwellenwert von 70 fir die Summe der
Qualitatswerte an nicht Ubereinstimmenden Positionen). Durch die Umwandlung der
gemappten Sequenzen in SAM-Dateien unter Verwendung von ,,SAM Tools” (LI et al., 2009)
wurden die nicht gemappten Sequenzen im weiteren Auswertungsprozess ausgeschlossen.
Diese SAM-Dateien wurden in einem weiteren Schritt in BAM-Formate umgewandelt,
welche wiederum in BAM.BAI-Dateien im Programm ,,Picard Tools”“ (CARVER et al., 2010)
indexiert wurden. Die Visualisierung der gemappten Reads erfolgte (iber BamView (CARVER
et al., 2010) durch die Software Artemis (RUTHERFORD et al., 2000). AuBerdem konnten
durch Artemis die Countanzahl sowie die RPKM-Werte (= reads per kilobase per million
mapped reads) jedes einzelnen Gens fir jede Bedingung bestimmt und fiir die Auswertung
verwendet werden. Zur Analyse der unterschiedlichen Genexpressionen als auch zur
Abschatzung der biologischen Schwankungen wurde das Statistikprogramm R mit den
Paketen edgeR und limma ausgewahlt (ROBINSON et al., 2010). Hierbei wurde darauf
geachtet, dass nur die Gene in die Auswertung miteinbezogen wurden, deren Countzahl in
mindestens einer der zu vergleichenden Bedingungen mindestens zehn betrug. Die
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jeweiligen zu untersuchenden Gene und Bedingungen wurden als Textdateien in R
eingespeist. Fir das durchschnittliche Streuungsmal® wurde, wie im ,,EdgeR User’s Guide”
fir genetisch identische Modellorganismen beschrieben, der Wert 0,1 eingesetzt. Als
signifikant unterschiedlich reguliert angesehen wurde die Transkription der Gene, die ein
log, relatives Expressionslevel von > 2 oder < -2 und einen p-Wert von hochstens 0,05

besaRen.

2.5.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die Transkriptionsanalyse einzelner ausgewahlter Gene wurde mittels quantitativer Real-
Time PCR (qRT-PCR) durchgefiihrt. Die dabei verwendete RNA wurde wie unter Kap. 111.2.5.1

beschrieben isoliert.

gRT-PCR-Oligonukleotide

Die qRT-PCR-Oligonukleotide (Kap. Ill.1.1) wurden mit Hilfe des Programms Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) ausgewahlt. Sie sind zwischen 18 bis 23 Nukleotide lang
und liegen optimalerweise in der Mitte der zu untersuchenden Gensequenz. Die Annealing
Temperatur wurde zwischen 54 und 56 °C gewahlt. Die Produktlange hatte optimalerweise
eine Lange von 150 bis 170 Bp. Um unspezifische PCR-Produkte zu vermeiden, wurden die
Oligonukleotidsequenzen gegen das L. monocytogenes EGDe Genom geblastet (NCBI;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

Bestimmung der Primereffizienzen

Um die Primereffizienzen (E) der ausgewahlten gRT-PCR-Oligonukleotide zu bestimmen,
wurde eine Standardkurve der jeweiligen primerspezifischen PCR-Produkte generiert.
Hierbei wurden die durch PCR amplifizierten und durch das E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (Omega
Bio-Tek; Kap. 11.2.3.4) aufgereinigten PCR-Produkte mit DEPC-dH,0 107 bis 10® verdiinnt
und als Template in die gRT-PCR-Reaktion eingesetzt. Verdiinnungen, welche geeignete Ct-
Werte lieferten, wurden in die Berechnung der Standardkurve miteinbezogen. Die Steigung
der Kurve fand anschlieRend fiir die folgende Gleichung (BusTIN, 2000) Verwendung:

E = 10 (V/steieune) (E = Primereffizienz)
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Primer, deren Effizienzen zwischen 1,6 und 2,1 lagen, wurden fir die anschlieBenden gRT-

PCR-Reaktionen eingesetzt.

Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription der isolierten RNA wurde diese zunachst auf eine
Konzentration von 100 ng/ul mit Hilfe des ND-1000 Spectrometers (NanoDrop®) eingestellt.
AnschlieBend wurde 1 pg RNA mit 6 pul DEPC-dH,0 und 4 ul eines All-in-One Reaktions-
gemisches (gScript cDNA Super-Mix, Quanta) in einem 0,2 ml PCR-ReaktionsgefaR
vermischt. In diesem qScript cDNA Super-Mix befanden sich alle fiir eine reverse
Transkription bendtigten Reagenzien, wie Puffer, dNTPs, MgCl,, random-QOligonukleotide,
RNase-Inhibitoren, qScript Reverse Transkriptase und Stabilisatoren. Die reverse

Transkription wurde in einem Thermocycler mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt:

25°C 5 min
42 °C 30 min
85 °C 5 min

Nach der Reaktion wurden jeweils 80 ul DEPC-dH,O den Proben zugegeben und diese
anschlieRend bei -20 °C gelagert.

Real-Time PCR

Fir die Real-Time PCR-Reaktion wurde der PerfeCta SYBR Green FastMix (Quanta)
verwendet, welcher Puffer, dNTPs, MgCl,, AccuFast Tag DNA-Polymerase, SYBR Green |

Farbstoff und Stabilisatoren enthielt. Die Proben wurden pro Ansatz folgendermalien

zusammengefiigt:
5ul cDNA bzw. DEPC-dH,0
10 ul 2 x PerfeCta SYPR Green FastMix
1ul 10 pmol/ul qRT-PCR forward Primer
1ul 10 pmol/ul gqRT-PCR reverse Primer
3ul DEPC-dH,0
220l

Fiir jedes biologisch unabhangige Experiment wurde ein technisches Duplikat und eine

Negativkontrolle (DEPC-dH,0 statt der jeweiligen cDNA als Template) mitgefihrt.
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Im Anschluss daran wurde das Gemisch in SmartCycler’™ ReaktionsgefiRe (PEQLAB
Biotechnologie GmbH) (iberfiihrt, in der Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.) kurz
abzentrifugiert und in den SmartCycler™ (Cepheid) gestellt. Fiir die Validierung der NGS-
Daten wurde die gRT-PCR im iCycler (BioRad) durchgefiihrt. Dafir wurde das zu
analysierende Gemisch in eine fir den iCycler kompatible 96 Well-Platte (ThermoFast®
96-Platten mit halbhohen Seiten; ABgene) pipettiert, diese in einer Laborzentrifuge mit
passendem Aufsatz bei niedrigster Umdrehungszahl kurz abzentrifugiert und in den iCycler
gestellt.

Die gRT-PCR-Reaktion lief in beiden Gerdten unter dem Programm mit folgender

Einstellung ab:

Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 20s

Annealing 53°C 30s 40 Zyklen
Elongation 72 °C 30s

Finale Elongation 72 °C 5 min
Schmelzkurve 53-37°C 0,2 °C/s

Eine Uberpriifung der Spezifitit des Amplifizierungsprozesses fand statt, indem die

jeweiligen Schmelzkurven kontrolliert wurden.

Auswertung

Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit Hilfe der REST® (Relative Expression
Software Tool) Software (PFAFFL et al., 2002) bzw. der 228% Methode (Livak and SCHMITTGEN,
2001). Bei der REST® Auswertung wurden die relativen Expressionsraten der untersuchten
Gene bestimmt, indem die Transkription des Zielgens mit der Transkription eines
Referenzgens verglichen wurde. Das mathematische Modell dieser Auswertungsmethode

basiert auf folgender Gleichung (PFAFFL et al., 2002):

(E )ACPtarget(MEANcontroI—MEANsampIe) R = Verhiltnis/Relative Genexpression
farget E = Primereffizienz
CP = Crossing Point

R= E ACPref(MEANcontrol-MEANsample)
( ref)

Die 2"**“_Methode beruht ebenfalls auf der Berechnung der relativen Transkription des
gewlinschten Gens in Bezug auf ein Referenzgen, aber ohne Miteinbezug der

Primereffizienzen. Mit Hilfe dieser Auswertung wurden die relativen mMRNA-
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Expressionslevel in % bestimmt. Die dazugehdérigen Formeln lauten (LIVAK and SCHMITTGEN,

2001):
ACt = Ctitarget gene) — Clreference gene)
AACt = ACttreatment group) — Mean ACtcontrol group)
Ausgehend von AACt wird die relative mRNA-Expression in % mit der Formel
285 100 %
umgerechnet.

Als Referenz wurde die Transkriptionsmenge des Housekeeping Gens rpoB oder der 16S
ribosomalen RNA (16S rRNA) verwendet (CHRISTENSEN et al., 2004). RpoB kodiert fir die
B-Untereinheit der RNA-Polymerase und die 16S rRNA ist ein Teil der 30S-Untereinheit der
bakteriellen Ribosomen. Sowohl rpoB als auch die 16S rRNA wurden bereits in zahlreichen
Studien zur internen Normalisierung fir gRT-PCR-Analysen verwendet (CHRISTENSEN et al.,

2004; TASARA and STEPHAN, 2007).
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IV. Ergebnisse

1. Molekulare Effekte von Nitrat bzw. Nitrit auf L. monocytogenes

Nitrat oder Nitrit werden in der Fleischindustrie bei der Herstellung von Rohwiirsten als
Pokelzusatze eingesetzt. Dies dient der Konservierung der Produkte, flihrt zur Ausbildung des
Pokelaromas und der roten Pokelfarbe und soll das Wachstum unerwiinschter Pathogene
inhibieren. Das Bakterium L. monocytogenes ist eines der Lebensmittelpathogene, die in
diversen Fleischprodukten nachgewiesen wurden und die die menschliche Gesundheit
beeintrachtigen kénnen. Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Nitrat bzw. Nitrit auf das

Wachstum und das Transkriptom von L. monocytogenes zu untersuchen.

1.1 Wachstumsverhalten von L. monocytogenes in Anwesenheit von Nitrat

Ein moglicher Einfluss von Nitrat auf das Wachstum von L. monocytogenes wurde in vitro
mittels Wachstumsanalysen untersucht. Die Zellen wurden in An- und Abwesenheit von
200 mg/l NaNO; in BHI (pH 7) bei 24 °C inkubiert (Abb. 5). Die Versuche wurden dreimal

reproduziert.
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Abb. 5: Nitrat-abhidngiges Wachstum von L. monocytogenes. Reprasentative Wachstumskurve von
L. monocytogenes EGDe in BHI (pH 7) bei 24 °C ohne Zusatz (schwarze Linie) bzw. mit 200 mg/l NaNO;
(graue Linie).

Das Wachstum von L. monocytogenes wird durch die Anwesenheit von NaNO; nicht

beeinflusst.
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1.2 Transkriptomanalysen von L. monocytogenes in An- und Abwesenheit von Nitrat

Fiir die Untersuchung einer moglichen Nitrat-induzierten transkriptionellen Veranderung in
L. monocytogenes, wurde das Transkriptom von L. monocytogenes EGDe in An- und
Abwesenheit von 246 mg/l (= 2,89 mM) NaNO; mittels DNA-Microarrays verglichen. Dazu
wurden die Zellen bei 24 °C bis zu einer ODgy von 0,30 bis 0,35 inkubiert und mit NaNO;
induziert. Die Referenzkultur wurde ohne Zugabe von NaNO; weiter inkubiert. Sowohl die
mit NaNOj; inkubierte Zellsuspension als auch die Referenzkultur wurden zwei Stunden post
Nitratinduktion geerntet und deren RNA isoliert. Es wurden insgesamt sechs biologisch
unabhangige Microarray-Experimente durchgefihrt. Dabei wurden drei cDNA-Sets der ohne
Nitrat inkubierten Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3-dCTP und drei cDNA-Sets der mit
Nitrat inkubierten Zellen mit Cy5-dCTP markiert. Bei den restlichen drei Sets fand
anschlielend eine umgekehrte Fluoreszenzmarkierung statt, um unterschiedliche Effizienzen
in der Farbstoffmarkierung auszuschlieBen. Es zeigte sich, dass durch die Anwesenheit von

Nitrat das Transkriptom von L. monocytogenes nicht verandert wird.

1.3 Wachstumsverhalten von L. monocytogenes in Anwesenheit von Nitrit

Um zu untersuchen, ob moglicherweise Nitrit, das ausgehend von Nitrat im Wurstprodukt
gebildet (SANz et al., 1997) oder direkt dem Wurstprodukt zugegeben wird, das in vitro
Wachstum von L. monocytogenes beeinflusst, wurde das Wachstum von L. monocytogenes
EGDe in An- und Abwesenheit von 200 mg/l NaNO, in BHI (pH 7) bei 24 °C analysiert (Abb. 6).

Die Versuche wurden dreimal reproduziert.
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Abb. 6: Nitrit-abhdngiges Wachstum von L. monocytogenes. Reprdsentative Wachstumskurve von
L. monocytogenes EGDe in BHI (pH 7) bei 24 °C ohne Zusatz (schwarze Linie) bzw. mit 200 mg/l NaNO,
(graue Linie).
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Zellen, die mit 200 mg/I NaNO, inkubiert wurden, zeigten ein deutlich verzégertes Wachstum
in der exponentiellen Wachstumsphase als Zellen, die ohne NaNO, inkubiert wurden. NaNO,
bt somit — im Gegensatz zu NaNO; — einen inhibierenden Effekt auf das Wachstum von

L. monocytogenes aus.

1.4 Identifizierung des Nitrit-abhangigen Transkriptoms von L. monocytogenes

Um die inhibierende Wirkung von Nitrit auf das Wachstum von L. monocytogenes naher zu
untersuchen, wurde das Transkriptom von L. monocytogenes in An- und Abwesenheit von
200 mg/I (= 2,89 mM) NaNO, mittels DNA-Microarrays analysiert. Zunichst wurde die Kultur
bis zum Erreichen einer ODgy von 0,30 bis 0,35 inkubiert und anschlieBend mit NaNO,
induziert. Die Referenzkultur wurde ohne NaNO,-Zugabe weiter inkubiert. Zwei Stunden
nach NaNO,-Induktion war der Wachstumsunterschied zwischen den beiden Kulturen
deutlich erkennbar (Abb. 7), weswegen zu diesem Zeitpunkt die mit Nitrit inkubierten Zellen
fir die Transkriptionsstudien abgeerntet wurden. Die dazugehorige Kontrollkultur wurde

entsprechend friiher abzentrifugiert, um eine identische Wachstumsphase zu gewahrleisten.
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Abb. 7: Bestimmung der NaNO,-Inkubationsdauer fiir die Transkriptionsanalysen. Die Zellen wurden
bei 24 °C in 200 ml BHI (pH 7) bis zum Erreichen einer optischen Dichte von ODgy = 0,30 inkubiert.
AnschlieRend wurden jeweils 50 ml der Kultur in 200 ml Kolben aufgeteilt. Einer wurde mit 200 mg/I
NaNO, induziert (durch den schwarzen Pfeil in der Abbildung markiert; graue Linie), der andere diente
als Kontrollansatz (schwarze Linie). Die ODgy der induzierten und nicht-induzierten Zellen wurden
nach der Induktion stiindlich gemessen. Der in der Grafik grau unterlegte Bereich zwischen ODgy =
0,80-0,90 kennzeichnet die Wachstumsphase, in der die Zellen fiir die RNA-Isolierung abgeerntet
wurden.

Es wurden flinf biologisch unabhadngige Experimente durchgefiihrt. Bei drei Sets wurde die
cDNA der Proben ohne NaNO, mit Cy3-dCTP und die der Proben mit NaNO, mit Cy5-dCTP

markiert. Bei zwei Sets fand eine umgekehrte Markierung statt.
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Insgesamt konnten 50 Gene identifiziert werden, welche Nitrit-abhangig transkribiert

wurden. 34 Gene zeigten eine starkere und 16 Gene eine schwachere Transkription in

Anwesenheit von 200 mg/l NaNO,. Diese sind in den Tab. 5A und 5B aufgelistet.

Tab. 5A: Liste von Genen, deren Transkription durch Nitrit aktiviert wurde.

Gen Annotation® log, RTL” genomische
Anordnung”
Imo0133739 3hnlich dem Protein YjdI aus E. coli 2,0£0,9  opImo0133-Imo0134
Imo0278 ahnlich einem Zucker-ABC-Transporter 1,3+0,3
(ATP-Bindeprotein)
Imo0433 3% inlA, Internalin A 1,4+0,5 op Imo0433-Imo0434
Imo0515 1234 konserviertes hypothetisches Protein 1,5+0,4
Imo0539 12343 dhnlich einer Tagatose-1,6- 1,4+0,3
Diphosphat-Aldolase
Imo0596 V¥ 3% ahnlich unbekannten Proteinen 2,2+0,5 op Imo0599-Imo0601
Imo0610 M ? 3% ahnlich den Internalin-Proteinen, 1,5+0,7
putatives Peptidoglykan-gebundenes
Protein (LPXTG motif)
Imo0722 123 4)%) ahnlich einer Pyruvat-Oxidase 2,1+1,1
Imo0781 1% 3% dhnlich der Mannose-spezifischen 1,3+0,4 op Imo0782-Imo0781
Phosphotransferase-System (PTS)-
Komponente IID
Imo0782 11234 dhnlich der Mannose-spezifischen PTS- 1,5+0,6 op Imo0782-Imo0781
Komponente IIC
Imo0783 112343 dhnlich der Mannose-spezifischen PTS- 1,4+0,4 op Imo0784-Imo0783
Komponente |IB
Imo0915 ahnlich dem PTS-Enzym IIC 1,2+0,5 op Imo0914-Imo0918
Imo0994 M3 cs 2,4+0,9
Imo0995 3% ahnlich dem Protein YkrP aus 2,4+0,7
B. subtilis
Imo1293 3 glpD, Glyzerin-3-Phosphat- 1,3+0,3
Dehydrogenase
Imo1425 1239 opuCD, Betain/Carnitin/Cholin-ABC- 1,8+0,9  oplmo1428-Imo1425
Transporter (Membranprotein)
Imo1426 V3% opuCC, Betain/Carnitin/Cholin-ABC- 1,0+0,5 op Imo1428-Imo1425
Transporter (Osmoprotektant-
bindendes Protein)
Imo1427 Y34 opuCB, Betain/Carnitin/Cholin-ABC- 2,1+0,4 op Imo1428-Imo1425
Transporter (Membranprotein)
Imo1538 Glyzerinkinase 1,1+t04 op Imo1539-Imo1538
Imo1539° Glyzerin-Permease 1,3+0,3 op Imo1539-Imo1538
Imo2067 V3% konjugierte Gallensdure-Hydrolase 2,5+0,8
Imo2157 1334 sepA 1,4+0,7
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Imo2158 ¥ 34°)

Imo2181
Imo2182

Imo2183

Imo2184

Imo2230 Y234

Imo2391 V34

Imo2571 Y34

Imo2573 1234

Imo2673 Y234

Imo2695 23 4°)

Imo2748 123 4°)

ahnlich dem Protein YwmG aus
B. subtilis

ahnlich unbekannten Proteinen

Ferrichrom-ABC-Transporter (ATP-
bindendes Protein)

Ferrichrom-ABC-Transporter
(Permease)

Ferrichrom-ABC-Transporter
(Bindeprotein)

dhnlich einer Arsenat-Reduktase
konserviertes hypothetisches Protein,

ahnlich dem Protein YhfK aus
B. subtilis

ahnlich einer Nikotin-Amidase

ahnlich einer Zink-bindenden
Dehydrogenase

konserviertes hypothetisches Protein
Dihydroxyacetonkinase

ahnlich dem Stressprotein YdaG aus
B. subtilis

1,7+0,5

19+0,4
1,6+0,4

1,6+0,3

1,5+0,4

2,4+0,6

1,5+0,5

1,2+0,4
1,3+0,5

2,8+0,9
2,2+0,4
2,6+1,2

op Imo2186-Imo2181
op Imo2186-Imo2181

op Imo2186-Imo2181

op Imo2186-Imo2181

op Imo2573-Imo2570
op Imo2573-Imo2570

op Imo2673-Imo2674
op Imo2695-Imo2697

Tab. 5B: Liste von Genen, deren Transkription durch Nitrit inhibiert wurde.

a)

Gen Annotation log, RTL” genomische
Anordnung®

Imo0482 ahnlich den konservierten -1,8+0,5
hypothetischen Proteinen, sehr
dhnlich dem YloN Protein aus
B. subtilis

Imo0593 11234 ahnlich Transportproteinen -1,2+0,4
(evtl. Formattransportprotein)

Imo0834 CS -1,5+0,4 op Imo0834-Imo0835

Imo0835 putatives Peptidoglykan-gebundenes -1,2+0,4 op Imo0834-Imo0835
Protein (LPXTG motif)

Imo1831 pyrE, Orotat- -4,6 +1,7 op Imo1840-Imo1831
Phosphoribosyltransferase

Imo1832 pyrF, Orotidin-5'-Phosphat- -45+1,4 op Imo1840-Imo1831
Decarboxylase

Imo1833 pyrD, Dihydroorotase-Dehydrogenase  -4,7+1,6 op Imo1840-Imo1831

Imo1834 pyrDIl, Dihydroorotase-Dehydrogenase -4,8+1,5 op Imo1840-Imo1831
(Elektronentransferprotein)

Imo1835 pyrAB, Carbamoylphosphat-Synthetase -5,0+1,2 op Imo1840-Imo1831
(katalytische Untereinheit)

Imo1836 pyrAa, Carbamoylphosphat-Synthetase -5,6 +1,0 op Imo1840-Imo1831
(Glutaminase-Untereinheit)

Imo1837 pyrC, Dihydroorotase -5,5+0,9 op Imo1840-Imo1831
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Imo1838 pyrB, Aspartat-Carbamoyltransferase -5,7+0,9 op Imo1840-Imo1831
Imo1839 pyrP, Uracil-Permease -6,2+1,0 op Imo1840-Imo1831
Imo1840 pyrR, Pyrimidin-Operon- -3,6+1,0 op Imo1840-Imo1831

Regulatorprotein

Imo2069 grokES, Klasse | Hitzeschock-Protein -1,3+0,6 op Imo2069-Imo2068
(Chaperonin) GroES

Imo2802 gidB, Protein GidB -1,3+0,5
) gemaR ListiList des Institut Pasteur (http://genolist.pasteur.fr/ListiList), CS = codierende Sequenz
®) RTL = Relatives Transkriptionslevel = Transkription in Gegenwart von 200 mg/I Nitrit/Transkription in
Abwesenheit von Nitrit
9 op = Operon (TOLEDO-ARANA et al., 2009)
D23 93 8 aktivierte Transkription gemaR Y (HAIN et al., 2008); 2 (OLIVER et al., 2009),3) (RAENGPRADUB
et al., 2008), ¥ (OLIVER et al., 2010) oder * (MuJAHID et al., 2013)

Zur Validierung der Microarray-Daten wurde die Nitrit-abhangige Transkription der Gene
Imo0133, Imo0995, Imo1425, Imo2183 und Imo1835 (pyrAB) zusatzlich Uber gRT-PCR
untersucht. Fiur die Durchfiihrung wurden drei biologisch unabhdngige RNA-Sets verwendet

(Abb. 8).
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Abb. 8: Validierung der Microarray-Daten mittels qRT-PCR. Dargestellt sind die log, RTLs der Gene
Imo0133, Imo0995, Imo1425, Imo2183 und pyrAB aus den Microarray-Experimenten (schwarze
Saulen) und gRT-PCR-Messungen (graue Sdulen) in An- und Abwesenheit von 200 mg/l NaNO,. Die
Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichungen von finf (Microarray) bzw. drei (qRT-PCR)
biologisch unabhdngigen Messungen mit den jeweiligen mitgefiihrten Duplikaten. Die RTLs der
untersuchten Gene wurden gegen das RTL des Haushaltsgens rpoB normalisiert. Gene, deren log, RTLs
sich Giber 1 und unter -1 befanden (gestrichelte Linie), wurden als reguliert angesehen.

Die Transkription der Gene Imo0133, Imo0995, Imo1425 und Imo2183 (log, RTLs = 1,7 + 1,1;
1,2 + 0,5; 2,0 £+ 0,9; 2,1 + 0,1) wurde durch die Zugabe von Nitrit aktiviert und die
Transkription des Gens pyrAB (log, RTL = -5,0 + 1,3) inhibiert. Dies stimmte mit den bereits

vorhandenen Microarray-Daten Uiberein, so dass diese als valide betrachtet werden kénnen.
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Bei der Analysierung der Microarray-Resultate konnte eine Transkriptionsinhibierung aller
zehn Gene des pyr-Operons in Gegenwart von Nitrit identifiziert werden (Imo1831-Imo1840:
pyrE, pyrF, pyrD, pyrDIl, pyrAB, pyrAa, pyrC, pyrB, pyrP und pyrR; log, RTLs = -4,6 + 1,7,
-45+14;-47+16;, 48+ 1,5;-50+1,2;,-56 +1,0;,-55+0,9; -57+0,9; -6,2 + 1,0
-3,6 £ 1,0). Die Pyr-Proteine sind am Pyrimidin-Metabolismus beteiligt. Uridinmonophosphat
(UMP) ist das wichtigste Intermediat in der Pyrimidin-Synthese und kann auf drei
verschiedene Arten hergestellt werden: De novo von Glutamin ausgehend uber
Carbamoylphosphat und Orotat (Beteiligung von pyrE, pyrF, pyrD, pyrDIl, pyrAB, pyrAa, pyrC,
pyrB und pyrP), tber die Phosphorylierung von Uridin oder liber die Phosphoribosylierung
von Uracil, welches Uber die Uracil-Permease (pyrP) in die Zelle aufgenommen werden kann.
Die letzten beiden Reaktionen werden Uber die Uridinkinase (udk, Imo1497) oder die Uracil-
Phosphoribosyltransferase (upp, Imo2538) bzw. PyrR (Imo1840) katalysiert, wobei PyrR
neben seiner Uracil-Phosphoribosyltransferase-Aktivitat ebenfalls als bifunktionales

Pyrimidin-Regulatorprotein fungieren kann (vgl. www.genome.jp/kegg).

1.5 Einfluss von Nitrit auf das Wachstumsverhalten von B. cereus und S. epidermidis

Um den Einfluss von Nitrit auf das Wachstum anderer Gram-positiver Organismen zu testen,
wurden Wachstumskurven von B. cereus und S. epidermidis mit und ohne NaNO, erstellt. Die

Versuche wurden dreimal reproduziert. Ein reprasentatives Ergebnis ist in Abb. 9 zu sehen.
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Abb. 9: Nitrit-abhdngiges Wachstum von B. cereus und S. epidermidis. Reprasentative
Wachstumskurven von B. cereus (A) und S. epidermidis (B) in gepuffertem BHI-Medium (pH 7) bei
einer Inkubationstemperatur von 24 °C ohne (schwarze Linie) bzw. mit 200 mg/l NaNO, (graue Linie).

Das Wachstum von B. cereus und S. epidermidis wurde durch die Anwesenheit von Nitrit im

Gegensatz zu L. monocytogenes nur leicht gehemmt. L. monocytogenes weist somit in vitro
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eine hohere Sensitivitat gegenliber dem Pdkelzusatz NaNO, auf, als dies bei den beiden

anderen Gram-positiven Bakterien der Fall ist.

1.6 Nitrit-abhangige pyrAB-Transkription in B. cereus und S. epidermidis

Eine deutliche Wirkung von Nitrit auf Transkriptionsebene in L. monocytogenes zeigte sich in
der Transkriptionsinhibierung der pyr-Gene (vgl. Kap. IV.1.4). In diesem Zusammenhang
wurde auch die Transkription der pyr-Gene in B. cereus und S. epidermidis analysiert. Fiir die
Untersuchung der Transkription der pyr-Gene wurde die Transkription des pyrAB-Gens,
welches sich bei beiden Organismen in der Mitte des pyr-Operons befindet, mittels gRT-PCR
in An- bzw. Abwesenheit von NaNO, analysiert. Es wurden pro Bakterium jeweils drei

biologisch unabhdngige Messungen durchgefiihrt (Abb. 10).
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Abb. 10: Nitrit-abhangige pyrAB-Transkription in B. cereus und S. epidermidis. Dargestellt ist die
pyrAB-mRNA-Expression (%) in L. monocytogenes, B. cereus und S. epidermidis in Ab- (schwarze
Siulen) und Anwesenheit (graue Sidulen) von 200 mg/l NaNO,. Die pyrAB-mRNA-Menge der Zellen,
welche ohne Nitrit inkubiert wurden, wurde als 100 % definiert. Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen von drei biologisch unabhangig durchgefiihrten Experimenten inklusive den
jeweiligen Duplikaten wieder. Als Referenz diente die Transkription des Haushaltsgens rpoB.

Die Transkription von pyrAB wurde in S. epidermidis durch die Anwesenheit von Nitrit nicht
beeinflusst. In B. cereus wirkte sich Nitrit, im Gegensatz zu L. monocytogenes, aktivierend auf
die Transkription von pyrAB aus (Verdreifachung der pyrAB-Transkription in Anwesenheit
von Nitrit). Somit hat Nitrit nicht nur einen geringeren Einfluss auf das Wachstum von

B. cereus und S. epidermidis als auf das Wachstum von L. monocytogenes. Es lassen sich
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darliber hinaus auch auf Transkriptionsebene in Bezug auf die pyrAB-Transkription

Unterschiede feststellen.

1.7 Nitrit-abhangige hmp-Transkription in B. cereus und S. epidermidis

Einer der Hauptgriinde fiir die unterschiedliche Wirkung von Nitrit auf das Wachstum und
die pyrAB-Transkription der Gram-positiven Bakterien L. monocytogenes und B. cereus bzw.
S. epidermidis konnte in der An- bzw. Abwesenheit des NO-detoxifizierenden Flavohamo-
globin Hmp liegen. Ein solches System ist in L. monocytogenes nicht annotiert (GLASER et al.,
2001). Wie bereits erwahnt, ist NO eines der Hauptderivate von Nitrit und entsteht durch
dessen Reduktion. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der hoheren Nitrit-
resistenz und dem Vorhandensein von Hmp zu untersuchen, wurden Transkriptionsstudien
von hmp in B. cereus und S. epidermidis in An- und Abwesenheit von Nitrit mittels gRT-PCR

durchgefihrt (Abb. 11).
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Abb. 11: Nitrit-abhangige hmp-Transkription in B. cereus und S. epidermidis. Aufgezeigt ist die
MRNA-Expression des hmp-Gens in B. cereus und S. epidermidis in Abwesenheit (schwarze Sdulen) und
Gegenwart von 200 mg/l NaNO, (graue Saulen). Die transkribierte mRNA-Menge der nicht-induzierten
Zellen wurde auf 100 % gesetzt. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichungen von drei
biologisch unabhangigen Messungen inklusive den dazugehoérigen Duplikaten. Die Transkription des
Haushaltsgens rpoB diente als Referenz.

Nitrit hat einen aktivierenden Einfluss auf die hmp-Transkription in B. cereus (dreifache
Menge an mRNA in Anwesenheit von Nitrit), aber keinen signifikanten Effekt auf die hmp-
Transkription in S. epidermidis. Dies lasst vermuten, dass dieser Organismus einen

alternativen Abwehrmechanismus gegen Nitrit und dessen Derivate besitzt.
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1.8 Vermindertes Wachstum von L. monocytogenes in Anwesenheit des NO-Donors
SNP

In der Literatur wird haufig berichtet, dass nicht Nitrit selbst, sondern unter anderem dessen
Derivat NO als antimikrobielles Agens im Pokelprozess wirkt (CAMMACK et al., 1999; FANG,
1997). Deshalb wurde das Wachstum von L. monocytogenes in An- und Abwesenheit des NO-
Donors SNP (Natrium-Nitroprussid) untersucht. Eine reprasentative Wachstumskurve der

drei durchgefiihrten Experimente wird in Abb. 12 gezeigt.
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Abb. 12: SNP-bedingte Wachstumshemmung von L. monocytogenes. Reprdsentative Wachstums-
kurve von L. monocytogenes EGDe in gepuffertem BHI-Medium (pH 7) bei 24 °C ohne (schwarze Linie)
bzw. mit 200 mg/l NaNO, (dunkelgraue Linie), 20 uM (hellgraue Linie) oder 25 uM SNP (schwarze Linie
mit farblich nicht gefillten Diamanten).

Die Zugabe von 20 bzw. 25 uM SNP resultierte in einer dhnlichen Wachstumshemmung wie
die, die in Gegenwart von 200 mg/l NaNO, beobachtet werden konnte. Daher wurde fir

weitere Analysen mit diesen SNP-Konzentrationen weitergearbeitet.

1.9 Untersuchung der SNP-abhangigen Transkription von pyrAB in L. monocytogenes

Ein Effekt der Nitrit-abhangigen Transkription in L. monocytogenes war die transkriptionelle
Inaktivierung der pyr-Gene (vgl. Kap. IV.1.4). Deswegen wurde die Transkription von pyrAB in
L. monocytogenes in An- und Abwesenheit von 20 bzw. 25 uM SNP mittels qRT-PCR

untersucht. Es wurden zwei biologisch unabhangige Messungen durchgefiihrt (Abb. 13).
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Abb. 13: SNP-induzierte Transkriptionsinhibierung von L. monocytogenes pyrAB. Aufgezeigt ist die
Menge an pyrAB-mRNA in nicht-induzierten (schwarze Saule) und mit 20 (graue Saule) bzw. 25 uM
SNP (weiRe Saule) inkubierten Zellen in %. Die pyrAB-Transkription in den Zellen, welche mit keinerlei
Additiven inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die Fehlerbalken reprasentieren die

Standardabweichungen zweier biologisch unabhangiger gRT-PCR-Durchgénge. Als Referenzgen diente
rpoB.

Die Anwesenheit von 20 bzw. 25 uM SNP resultierte wie die von 200 mg/l NaNO, in einer

Inhibierung der Transkription des pyrAB-Gens (vgl. Abb. 10).

1.10 Medienabhangige Inhibierung der pyrAB-Transkription in Anwesenheit von Nitrit
und SNP

Wie bereits gezeigt, hemmt die Zugabe von 200 mg/l NaNO, bzw. 20 oder 25 pM SNP die
pyrAB-Transkription (vgl. Kap. IV.1.4 und IV.1.9). Verwendet man allerdings fir die
Durchfiihrung der qRT-PCR-Experimente BHI-Pellets einer anderen Charge des gleichen
Herstellers (Charge 1), lasst sich die Inhibierung der pyrAB-Transkription durch die Zugabe
von Nitrit bzw. SNP nicht mehr feststellen (Abb. 14).

53



IV. Ergebnisse

A B

1000,0 - 1000,0 -
c v 100,00 - c v 100,0 4 S
o v B o E|
23 ] )
g g g
L% ES 100 1 W ohne Zusatz L% S 100 | B ohne Zusatz
<Z;: § 3 m 200 mg/INaNO, <Z;; § 3 20 pM SNP
g5 < E 025 uM SNP
1 ~ 1 1 ~ b
2E 10 - << 10
N 3 S E
Q Q

0,1 - 0,1 -

Abb. 14: Einfluss von Nitrit auf die pyrAB-Transkription in L. monocytogenes in Charge Il. Dargestellt
sind die jeweiligen pyrAB-mRNA-Mengen in % in den Zellen, welche in Gegenwart von (A) Nitrit
(dunkelgraue S&ule) bzw. (B) SNP (20 uM: hellgraue Saule; 25 uM: weille Sadule) oder ohne jegliche
Additive (schwarze Saulen) in BHI-Charge Il inkubiert wurden. Die mRNA-Expression der nicht-
induzierten Zellen wurde auf 100 % gesetzt. Als Referenz diente rpoB. Die Fehlerbalken bezeichnen die
Standardabweichungen dreier biologisch unabhangiger gRT-PCR-Messungen.

Vergleicht man die pyrAB-Transkription in den Zellen, die in Gegenwart von 200 mg/l NaNO,,
20 bzw. 25 uM SNP oder ohne Zusatze im Charge | und Il Medium inkubiert wurden, so
konnte im Charge Il Medium ohne Zuséatze nur eine geringe pyrAB-Transkription beobachtet
werden (Abb. 15). Somit kann keine weitere Inhibierung der Transkription durch Nitrit

und/oder SNP stattfinden (Abb. 15).
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Abb. 15: Medienabhangige pyrAB-Transkription in L. monocytogenes. Angegeben sind die jeweiligen
mRNA-Mengen an pyrAB in L. monocytogenes Zellen, welche in BHI-Charge | und Il mit (A) Nitrit
(dunkelgraue Saulen) bzw. (B) SNP (20uM: hellgraue Sadulen; 25 uM: weille Sdulen) oder ohne jegliche
Additive (schwarze Saulen) angezogen wurden. Die mRNA-Expression in den nicht-induzierten Zellen,
welche in Charge | inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. rpoB diente als Referenzgen. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen zweier (Charge | + SNP) bzw. dreier biologisch
unabhangiger qRT-PCR-Messungen.

Ein Grund fir die im Charge Il Medium vorhandene geringe Basistranskription von pyrAB
kénnte moglicherweise in einer erhohten Pyrimidin- bzw. Uracil-Konzentration im Medium
zu finden sein. Sind bereits hohe Mengen an Uracil vorhanden, wirken sich diese negativ auf
die Transkription der pyr-Gene aus. Es kommt zu einer negativen Feedback-Inhibierung
(BONNER et al., 2001; Lu et al., 1996).

Um diese These zu Uberprifen, wurde eine L. monocytogenes EGDe ApyrP Mutante
konstruiert. Diese kann den putativen Uracil-Transporter PyrP nicht mehr exprimieren.
AnschlieBend wurde die Nitrit- und SNP-abhadngige Transkription von pyrAB in den PyrP-
defizienten Zellen mittels qRT-PCR untersucht (Abb. 16).
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Abb. 16: Nitrit-induzierte pyrAB-Transkription in L. monocytogenes EGDe ApyrP. Analysiert wurde
die pyrAB-Transkription im L. monocytogenes EGDe Wildtyp und der Mutante L. monocytogenes EGDe
ApyrP, die in BHI-Charge | bzw. Il mit (A) Nitrit (dunkelgraue Saulen) bzw. (B) SNP (20uM: hellgraue
Saulen; 25 uM: weiRe Sdulen) oder ohne Additive (schwarze Sdulen) angezogen wurden. Die mRNA-
Expression in den nicht-induzierten Zellen, welche in Charge | inkubiert wurden, wurde auf 100 %
gesetzt. rpoB diente als Referenzgen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen zweier
(Charge | Wildtyp + SNP) bzw. dreier biologisch unabhéngiger gqRT-PCR-Messungen.

Im Gegensatz zum Wildtyp konnte im Charge Il Medium ohne Zusdtze eine erhohte
Basistranskription von pyrAB in L. monocytogenes EGDe ApyrP festgestellt werden. Durch das
Fehlen von PyrP konnen keine groRen Uracilmengen aus dem Medium aufgenommen
werden. Es kommt zu einer de novo Synthese von Uracil und zu einer Transkription der pyr-
Gene. Durch die in der Deletionsmutante stattfindende pyrAB-Transkription kdnnen Nitrit

und/oder SNP wieder inhibierend auf die Transkription von pyrAB wirken (Abb. 16).
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1.11 Identifizierung weiterer Nitritangriffspunkte mit Hilfe einer L. monocytogenes
EGD Insertionsmutantenbank

Um weitere molekulare Angriffspunkte von Nitrit-Derivaten in der L. monocytogenes Zelle zu
identifizieren, wurde das Wachstum einer L. monocytogenes EGD Insertionsmutantenbank,
welche circa 1600 Klone umfasst (JOSEPH et al., 2006; SCHAUER et al., 2010), in An- und
Abwesenheit von 200 mg/l Nitrit durch Daniela Eder untersucht. In dieser Datenbank
befinden sich L. monocytogenes Zellen, in denen das Plasmid pLSV101 zufdllig in das
Chromosom integriert ist und somit die Expression funktionsfahiger Proteine verhindert
wird. Diese Insertion ist aufgrund des temperatursensitiven ori in Gram-positiven Bakterien
bei 42 °C stabil. Ein Vorversuch zeigte, dass das Wachstum der Zellen auch bei 42 °C durch
die Zugabe von NaNO, inhibiert wird (Abb. 17).
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Abb. 17: Wirkung von Nitrit auf das L. monocytogenes Wachstum bei 42 °C. Reprasentative
Wachstumskurve von L. monocytogenes Zellen, die in gepuffertem BHI-Medium (pH 7) in An-
(schwarze Linie) und Abwesenheit (graue Linie) von 200 mg/l NaNO, bei einer Inkubationstemperatur
von 42 °C angezogen wurden.

Es wurden pro Versuchsdurchfilhrung 50 Mutanten gleichzeitig auf starkeres oder
schwacheres Wachstum in Anwesenheit von Nitrit analysiert. Die Definition eines starkeren
oder schwacheren Wachstums einer Mutante ergab sich einerseits aus dem Verhaltnis der
maximalen ODggy mit Nitrit und der maximalen ODgy ohne Nitrit (ODggomaxtNO2/ODgoomax-
NO,’), andererseits aus der Berechnung des Wachstumsverhéltnisses mit und ohne Nitrit
aller Mutanten in einem Durchgang mit der dazugehoérigen Standardabweichung. Das
Wachstum von Mutanten, deren (ODgygmaxtNO>/ODgoomax-NO,)-Verhdltnis groRer als der
Mittelwert plus der Standardabweichung oder kleiner als der Mittelwert minus der
Standardabweichung war, wurde in Anwesenheit von Nitrit als ,starker” oder ,, schwacher”

bezeichnet. Es konnten insgesamt 16 Mutanten gefunden werden, deren Wachstum in
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mindestens drei der vier Wachstumsanalysen pro Mutante durch Nitrit negativ beeinflusst

wurde. Diese wurden mit Hilfe der pLSV101-spezifischen Primer durch GATC sequenziert und

ihre Sequenz mit Hilfe von NCBI Blast gegen das L. monocytogenes EGD Genom geblastet

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Die Namen und Funktion der dabei identifizierten

Gene sind in Tab. 6 aufgelistet.

Tab. 6: Liste der durch Sequenzierung identifizierten Gene, deren Insertion sich im Vergleich zum
Wildtyp nachteilig auf das L. monocytogenes EGD Wachstum in Gegenwart von Nitrit auswirkten.

)

identifizierte  identifziertes  Annotation® genomische

Mutante Gen Anordnungh’

2-B5 Imo1705° shnlich der
Deoxyguanosinkinase/Deoxyadenosin-
kinase (l)- Untereinheit

2-F9 Imo2704° dnaX; DNA-Polymerase Ill (y- und t- op Imo2704-Imo2701
Untereinheiten)

3-F1 Imo0794 dhnlich dem Protein YwnB aus
B. subtilis

5-G2 Imo0799 ()

6-B2 Imo0941 (& op Imo0942-Imo0940

6-C3 Imo0108 dhnlich einem ABC-Transporter (ATP- op Imo0108-Imo0107
bindendes Protein)

7-B1 Imo2488° uvrA; Excinuklease ABC (Untereinheit A) op Imo2489-Imo2488

7-G3 Imo0429 dhnlich einer Zucker-Hydrolase op Imo0425-Imo0429

12-D10 Imo1363 ahnlich einer Geranyltransferase op Imo1356-Imo1363

12-F2 Imo1042 Molybdopterin-Biosynthese-Protein op Imo1041-Imo1047
MoeA

Imo1043 Molybdopterin-Guanin-Dinukleotid-

Biosynthese-Protein MobB

13-C8 Imo1675 menD; 2-Succinyl-6-Hydroxy-2,4- op Imo1676-Imo1672
Cyclohexadien-1-Carboxlyat-
Synthase/2-Oxoglutarat-Decarboxylase

14-F10 Imo0587 putativ sekretiertes Protein

15-D5 Imo1933 dhnlich der GTP-Cyclohydrolase | op Imo1933-Imo1929

16-B10 Imo1811° dhnlich der ATP-abhédngigen DNA- op Imo1812-Imo1811
Helikase G

17-C4 Imo2575 dhnlich einem Kationen- op Imo2575-Imo2574
Transportprotein (Efflux)

17-H4 Imo2430 ahnlich einem Ferrichrom-ABC-

Transporter (Permease) aus B. subtilis

a)geméifi ListiList des Institut Pasteur (http://genolist.pasteur.fr/ListilList), CS = codierende Sequenz
b) op = Operon (TOLEDO-ARANA et al., 2009)
9 Gene, deren Produkte an der DNA-Synthese bzw. -Reparatur beteiligt sind
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Unter den 16 sequenzierten Genen sind vier, deren Produkte an der DNA-Synthese bzw.
DNA-Reparatur beteiligt sind (Imo1705, Imo2704, Imo2488 und Imo1811). Inwieweit diese
Systeme tatsdchlich zum Schutz vor Nitrit bzw. dessen Derivate beitragen und wie ihre

genaue Wirkungsweise ist, muss noch geklart werden.

2. Temperaturabhdngige Regulation des Stickstoffmetabolismus in L. monocytogenes

Das fakultativ intrazellulare Bakterium L. monocytogenes, welches zum einen weit verbreitet
in der Natur und zum anderen im menschlichen Wirt als Pathogen vorkommt, muss sich, je
nach okologischer Nische, an unterschiedliche Umweltbedingungen optimal anpassen. Eine
dieser Bedingungen ist die AuRentemperatur. Wahrend die menschliche Kérpertemperatur
37 °C betragt, herrschen auRerhalb des menschlichen Kérpers niedrigere Temperaturen vor.
Einige Studien konnten bereits eine temperaturabhangige Transkription in L. monocytogenes
in vitro nachweisen (GARMYN et al., 2012; TOLEDO-ARANA et al., 2009; WILLIAMS et al., 2005).
Die Daten dieser Studien stimmen jedoch nicht vollstandig tiberein.

Ziel dieses Projekts ist es, das Transkriptom von L. monocytogenes EGDe unter Verwendung
eines definierten Minimalmediums bei 24 °C (Raumtemperatur) und 37 °C (menschliche
Korpertemperatur) zu vergleichen, um moglicherweise weitere temperaturabhingig

transkribierte Gene zu identifizieren.

2.1 Identifizierung des temperaturabhdngigen Transkriptoms in L. monocytogenes

Fiir die Untersuchung des temperaturabhdngigen Transkriptoms in L. monocytogenes
wurden die Zellen im Minimalmedium bei 24 °C bzw. 37 °C bis zum Erreichen einer optischen
Dichte ODgy = 0,80-0,87 angezogen. Als Stickstoffquelle diente Glutamin. Insgesamt wurden
sechs biologisch unabhangige RNA-Sets generiert. Bei drei Sets wurde die cDNA der bei 24 °C
inkubierten Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3-dCTP und die cDNA der bei 37 °C
inkubierten Zellen mit Cy5-dCTP markiert. Bei den anderen drei RNA-Sets erfolgte die
Fluoreszenzmarkierung genau entgegengesetzt. Gene, die eine temperaturabhangige
Transkription zeigten, sind in Tab. 7 mit ihren jeweiligen Annotationen, log, RTL-Werten und

Anordnungen auf dem Genom aufgelistet.
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Tab. 7A: Gene, welche bei 24 °C starker transkribiert wurden als bei 37 °C.

Gen Annotation® log, RTL” genomische Anordnungc’

Imo0201 plcA; Phosphatidylinositol-spezifische 1,4+0,7 op Imo0201-Imo0200
Phospholipase C

Imo0641 dhnlich einer Schwermetall- 1,5+0,6
transportierenden ATPase

Imo0690™? flaA; Flagellinprotein 2,0+1,6

Imo0692"? cheA; Zwei-Komponenten-Sensor- 2,6+1,3 op Imo0691-Imo0718
Histidinkinase CheA

Imo0695 7% Cs 2,9+1,5  opI/mo0691-Imo0718

Imo0698~? leicht dhnlich einem flagellaren Switch- 1,9+0,9 op Imo0691-Imo0718
Protein

Imo0707"? Haken-assoziiertes Protein 2 FliD 1,8+0,9 op Imo0691-Imo0718

Imo0708 "% &hnlich einem hypothethischen 1,8+0,9 op Imo0691-Imo0718
Flagellenprotein

Imo0710"? Basalkorper-Zylinderprotein FlgB 1,4+0,6 op Imo0691-Imo0718

Imo0713"? Basalkorper-M-Ring-Protein FliF 1,5+0,8 op Imo0691-Imo0718

Imo0715"? ¢S 1,2+0,6  op Imo0691-Imo0718

Imo0726 hypothetische CS 2,1+0,6

Imo0727 ahnlich einer L-Glutamin-D-Fruktose-6- 1,6 +0,6
Phosphat-Amidotransferase

Imo0845 ahnlich den Proteinen YxjH und YxjGaus 1,2+0,5
B. subtilis

Imo1001 ahnlich dem Protein YkvS aus B. subtilis 1,2+0,3

Imo1112 sehr dhnlich dem TN916 ORF21 1,5+0,5

Imo1298 g/nR; Glutamin-Synthetase-Repressor 52+1,6 op Imo1298-Imo1299*
GInR

Imo1299 glnA; Glutamin-Synthetase GInA 44+1,0 op Imo1298-Imo1299*

Imo1516%? amtB; Ammonium-Transporter AmtB 7,7+0,7 op Imo1516-Imo1517
(friher NrgA)

Imo1517? gl/nK; Pll Stickstoff-Regulatorprotein GInK  7,3+1,1 op Imo1516-Imo1517

Imo1518® ¢S 51+1,1

Imo1870 ahnlich einer alkalischen Phosphatase 1,3+0,2

Imo2101 ahnlich einem fir die Pyridoxin-Synthese 3,0+ 1,2 op Imo2101-Imo2102
bendtigten Protein

Imo2102° CS 3,0+1,2 op Imo2101-Imo2102

Imo2269 CS 1,4+0,8 op Imo2269-Imo2264

Imo2486 CS 1,4+0,7 op Imo2487-Imo2484

Imo2588 ahnlich einem Wirkstoff-exportierenden 1,8+0,8
Protein

Imo2692 CS 1,7+0,5 op Imo2694-Imo2692
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Tab. 7B: Gene, welche bei 37 °C starker transkribiert wurden als bei 24 °C.

Gen Annotation® log, RTLY genomische Anordnungc)

Imo0050 agrC; Sensor-Histidinkinase (AgrC aus -1,9+0,5 opImo0048-Imo0051
Staphylococcus)

Imo0051 "2 agrA; Zwei-Komponenten-Response- -1,9+0,5 opImo0048-Imo0051
Regulatorprotein (AgrA aus
Staphylococcus)

Imo0096 dhnlich dem Mannose-spezifischen PTS- -2,0+0,4 opImo0096-Imo0098
System-Faktor IIAB

Imo0098 dhnlich dem Mannose-spezifischen PTS- -2,4+0,5 opImo0096-Imo0098
System-Faktor 11D

Imo0099 CS -1,4+0,3

Imo0423 dhnlich einem Sigmafaktor (ECF-Typ) der -1,7+0,5 op Imo0423-Imo0421
RNA-Polymerase

Imo0434™?  iniB; Internalin B -1,8+0,3 opImo0433-Imo0434

Imo0477 putatives sekretiertes Protein -2,2+0,4

Imo0478%? putatives sekretiertes Protein -2,1+0,4

Imo0560 gdh; NADP-spezifische Glutamat- -3,8+0,7
Dehydrogenase

Imo0778” cs -3,0£0,5

Imo0866 CS -1,6 £0,5

Imo0997 clpE; ATP-abhangige Protease -1,6+0,4

Imo1067 ahnlich einem GTP-bindenden -1,4+0,3
Elongationsfaktor

Imo1073 ahnlich einem Metall-bindenden Protein  -1,5+0,3
(ABC-Transporter)

Imo1075 dhnlich dem Teichonsdure-Translokation -1,2+0,6 op Imo1074-Imo1075
ATP-bindenden Protein TagH (ABC-
Transporter)

Imo1303° ahnlich dem Protein YneA aus B. subtilis -1,6+0,4

Imo1304? ahnlich dem Protein YnzC aus B. subtilis -1,4+0,3

Imo1536" dhnlich der Prephenat-Dehydratase PheA -1,4+0,5 opImo1537-Imo1536

Imo1671 dhnlich ABC-Transportern und -1,4+1,1
Adhésionsproteinen

Imo1751 ahnlich einer hypothetischen RNA- -1,5+0,4 oplImol752-Imo1751
Methyltransferase

Imo1752" (& -1,4+0,4 oplmol752-Imo1751

Imo1764 purD; Phosphoribosylglyzinamid- -2,2+1,0 opIlmol764-Imol1775
Synthetase

Imo1765 purH; Bifunktionelle -2,0+1,0 oplmol764-lmo1775

Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxy-
Formyl-Formyltransferase und
Inosinmonophosphat-Cyclohydrolase
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Imo1766 purN; sehr dhnlich den -1,9+1,1 opIlmol764-lmo1775
Phosphoribosylglyzinamid-
Formyltransferasen

Imo1939 cmK; Cytidylatkinase -1,1+0,3
Imo1975% ahnlich dem durch DNA-Schaden -1,7+0,3
induzierbaren Protein DinP aus E. coli
Imo2105 ahnlich einem Eisen-Transportprotein B -2,3+0,9 opImo2104-Imo2105
Imo2151 ahnlich unbekannten Proteinen -1,5+0,6
Imo2250 arpJ; Aminosaure-ABC-Transporter -2,4+0,5 oplImo2250-Imo2252
(Permeaseprotein)
Imo2252% dhnlich einer Aspartat-Aminotransferase  -1,8 £0,4 op Imo2250-Imo2252
Imo2271 (& -1,7+0,4
Imo2548 rpmE; ribosomales Protein L31 -1,5+0,7
Imo2551 rho; Transkriptionsterminator Rho -1,2+0,4 opImo2551-imo2550
Imo2553 konserviertes hypothetisches Protein -1,3+0,3 opImo2555-Imo2552
Imo2554 ahnlich einer Galactosyltransferase -1,4+0,3 opImo2555-Imo2552
Imo2580 dhnlich einem ABC-Transporter (ATP- -1,6+0,6
Bindeprotein)
Imo2581° konserviertes hypothetisches Protein -2,5+0,5
Imo2656 rpsL; ribosomales Protein S12 -1,3+0,5 opImo2656-Imo2653
Imo2675"3 s -1,7+0,3  opImo2675-Imo2676
Imo2676 ahnlich einem UV-Schaden -1,5+0,3 opImo2675-imo2676
reparierenden Protein
Imo2760 dhnlich einem ABC-Transporter (ATP- -1,9+0,5
Bindeprotein)
Imo2810 gidA; Protein GidA -1,5+0,5 opImo2811-Imo2810
Imo2828 CS -1,3+0,2

) gemaR ListiList des Institut Pasteur (http://genolist.pasteur.fr/ListiList), CS = codierende Sequenz

®) RTL = Relatives Transkriptionslevel = Transkription in Gegenwart von Glutamin bei 24 °C verglichen
zu37°C

9 op = Operon (TOLEDO-ARANA et al., 2009); *Operon wurde nicht durch Toledo-Arana identifiziert, ist
jedoch in der Literatur fir Gram-positive Bakterien weitgehend beschrieben (BoLOTIN et al., 2001;
DOROSHCHUK et al., 2006; STRAUCH et al., 1988). Bei (WURTZEL et al., 2012) wurde kein eigener
Transkriptionsstart fiir g/nA identifiziert.

1.2).3) Gene, welche tendenziell die gleiche temperaturabhangige Transkription zeigten wie bereits bei
1 (WiLLiAmS et al., 2005), 2 (ToLEDO-ARANA et al., 2009) und 3 (GARMYN et al., 2012) beschrieben.

Es konnten 72 temperaturabhangig transkribierte Gene identifiziert werden. Davon wurden
28 bei 24 °C (Tab. 7A) und 44 bei 37 °C (Tab. 7B) starker transkribiert.

Zur Validierung der Microarray-Experimente wurde die temperaturabhangige Transkription
ausgewahlter Gene (Imo0641, ginR, glnA, amtB, gdh, argC, inIB und purH) mittels qRT-PCR
untersucht (Abb. 18).
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Abb. 18: Validierung der Microarray-Daten mittels qRT-PCR. Dargestellt sind die log, RTLs der Gene
Imo0641, gInR, ginA, amtB, gdh, argC, inIB und purH von Zellen, welche im Minimalmedium bei 24 °C
bzw. 37 °C angezogen wurden. Die Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichungen von sechs
(Microarray, schwarze Saulen) bzw. drei (qRT-PCR, graue Saulen) biologisch unabhéngigen Messungen
mit den jeweils mitgefiihrten Duplikaten. Die RTLs der untersuchten Gene wurden gegen das RTL des
Haushaltsgens rpoB (gInA, amtB, gdh) bzw. des Gens der ribosomalen 16S RNA (Imo0641, gInR, agrC,
inIB, purH) normalisiert. Die Gene, deren log, RTL-Werte gréer 1 bzw. kleiner -1 (gekennzeichnet
durch gestrichelte graue Linie) waren, wurden als reguliert angesehen.

Die Gene Imo0641, gInR, ginA und amtB zeigten eine starkere Transkription bei 24 °C und die
Gene agrC, inlB, gdh und purH eine starkere Transkription bei 37 °C. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Microarray-Daten Uberein.

Unter den bei 24 °C starker transkribierten Genen befanden sich g/nR (Imo1298; log, RTL: 5,2
+ 1,6), glnA (Imo1299; log, RTL: 4,4 + 1,0), amtB (Imo1516; log, RTL: 7,7 £ 0,7) und glnkK
(Imo1517; log, RTL: 7,3 + 1,0). Diese Gene kodieren fiir den globalen Stickstoffregulator GInR,
die Glutamin-Synthetase GInA, den Ammonium-Transporter AmtB sowie das Pl
Regulatorprotein GInK. Alle diese Proteine sind am Stickstoffmetabolismus Gram-positiver
Bakterien beteiligt (AMON et al., 2010).

Das Gen gdh, das fiir die NADP-abhangige Glutamat-Dehydrogenase kodiert und ebenfalls
am Stickstoffmetabolismus beteiligt ist, zeigte hingegen eine starkere Transkription bei 37 °C

(Imo0560; log, RTL: -3,8 £ 0,7).

2.2 Temperaturabhdngiges Wachstum von L. monocytogenes mit Glutamin als
Stickstoffquelle

Aufgrund der durch die Microarray-Daten identifizierten temperaturabhangigen
Transkription von Genen, deren Proteine eine wichtige Rolle im Stickstoffmetabolismus

Gram-positiver Bakterien spielen, wurde anschlieRend das Wachstum von L. monocytogenes
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im Minimalmedium bei 24 °C und 37 °C getestet. Das Medium enthielt dabei als einzige
Stickstoffquelle entweder Glutamin oder Ammonium. Die Analysen wurden dreimal

durchgefihrt. Ein reprasentatives Ergebnis ist in Abb. 19 dargestellt.
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Abb. 19: Wachstum von L. monocytogenes mit Glutamin bzw. Ammonium als Stickstoffquelle.
Reprdsentative Wachstumskurven von L. monocytogenes EGDe Zellen, die im Minimalmedium mit
Glutamin (GIn) bzw. Ammonium (NH,") als Stickstoffquellen bei (A) 24 °C bzw. (B) 37 °C inkubiert
wurden. Die Bestimmung der ODgyo-Werte erfolgte alle zwei Stunden. Die Pfeile markieren die
ODgyo = 1,5 Werte, die durch die mit NH," angezogenen Zellen erreicht wurden, und die dazu-
gehorigen ODgyo-Werte der mit Glutamin inkubierten Zellen.

Zur genaueren Analyse des Experiments wurde der Zeitpunkt, bei dem die mit Ammonium
inkubierten Zellen eine ODgy von 1,5 erreichten, als Referenz fir das Wachstum in
Gegenwart von Glutamin verwendet. Wahrend die Zellen mit Glutamin bei 24 °C zu diesem
Zeitpunkt eine ODgy von 0,78 aufwiesen, vermehrten sie sich bei 37 °C bis zu einer ODgy von
1,25. Glutamin als Stickstoffquelle fiihrte damit bei 37 °C zu einem starkeren Zellwachstum
als bei 24° C. Des Weiteren war zu beobachten, dass sich Ammonium fiir L. monocytogenes

bei beiden Temperaturen als die bessere Stickstoffquelle erwies.

64



IV. Ergebnisse

2.3 Identifizierung des GInR-Regulons in L. monocytogenes bei 24 °C und 37 °C

Die in den Microarray-Experimenten identifizierte temperaturabhangige Transkription der
Gene gInRA, amtB-ginK und gdh weist auf eine temperaturabhangige Regulation des
Stickstoffmetabolismus in L. monocytogenes EGDe hin (vgl. Kap. IV.2.1). Da es sich bei GInR
um einen Hauptregulator des Stickstoffmetabolismus in B. subtilis handelt (SCHREIER et al.,
1989), kann vermutet werden, dass dieser Regulator eventuell an der temperaturabhangigen
Regulation der Stickstoffgene in L. monocytogenes beteiligt ist. GInR-Bindemotive in den
Promotersequenzen der Gene g/lnRA und amtB-ginK konnten bereits in silico detektiert
werden (DOROSHCHUK et al., 2006), was diese Uberlegung stiitzt. Um die Beteiligung von GInR
an der temperaturabhdngigen Regulation der Stickstoffgene in L. monocytogenes
experimentell zu untersuchen, wurde das Transkriptom von L. monocytogenes EGDe mit
dem einer L. monocytogenes EGDe AgIinR Mutante bei 24 °C bzw. 37 °C mittels NGS
verglichen. Hierfir wurden die beiden Stdamme im Minimalmedium mit Glutamin als
Stickstoffquelle bei der jeweiligen Temperatur bis zum Erreichen einer ODgy von 0,80 bis
0,85 inkubiert. Gene, deren Transkription durch das Fehlen von GInR bei 24 °C, bei 37 °C oder
bei beiden Temperaturen beeinflusst wurde, sind mit Namen, Annotationen und

genomischen Anordnungen in Tab. 8 aufgelistet.

Tab. 8: Das temperaturabhangige Regulon von GInR in L. monocytogenes EGDe.

Gen Annotation® log, log, genomische
RTL” RTL®  Anordnung”
24°C 37°C
Imo0117 ImaB; Antigen B 0,95 -7,31 opImo0115-Imo0129
Imo0209 CS -0,52 2,07
Imo0257 ahnlich einem unbekannten Protein -2,47 1,71
Imo0407 CS -3,28 -0,09  op Imo0405-Imo0408
Imo0408 CS -3,15 n.d. opImo0405-Imo0408
Imo0439 leicht ahnlich einem Peptid-Synthetase- -0,56  -7,77
Element
Imo0449 CS n.d. -7,31
Imo0534 ahnlich unbekannten Proteinen n.d. 2,25 opImo0533-Imo0534
Imo0560"  gdh; NADP-spezifische Glutamat- 6,27 -0,76
Dehydrogenase
Imo0604 ahnlich dem Protein YVIA aus B. subtilis n.d. -7,22
Imo0613 ahnlich einer Oxidoreduktase -3,02 n.d. opImo0612-Imo0613
Imo0751 (o -0,24  -8,56  op Imo0748-Imo0751
Imo0796 konserviertes hypothetisches Protein -2,38  -2,80
Imo0819 CS -3,02 n.d. opI/mo0818-Imo0821
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Imo0829 nifJ; Pyruvat-Flavodoxin-Oxidoreduktase 2,05 0,87

Imo0943 fri; nicht Him-Eisen-bindendes Ferritin -0,34  -2,14

Imo0962 lemA; Listeria Epitop LemA 3,02 n.d. opImo0962-Imo0693

Imo1028 ahnlich dem Protein YkzG aus B. subtilis -3,02 n.d. oplmol1028-imo1027

Imo1069 ahnlich dem Protein Yia aus B. subtilis -0,51 -2,60

Imo1082 ahnlich einer dTDP-Zucker-Epimerase 1,37 2,04  opImo1080-Imo1084

Imo1241 cs -2,89 0,86

Imo1272 konserviertes hypothetisches Protein; -0,64  -3,09 opImol1269-Imo1273
dhnlich dem Protein YIgF aus B. subtilis

Imo1285 konserviertes hypothetisches Protein; 1,33  -7,56 opImol285-Imo1287
dhnlich dem Protein YneT aus B. subtilis

Imo1298 " g/nR; Glutamin-Synthetase-Repressor 3,57 7,00 opImo1298-Imo1299*
GInR

Imo1299 % g/nA; Glutamin-Synthetase GInA 2,40 514 opImo1298-Imo1299*

Imo1321 konserviertes hypothetisches Protein, n.d. -7,63 oplmol315-imo1327
ahnlich dem Protein YIxS aus B. subtilis

Imo1330 rpsO; ribosomales Protein S15 n.d. -7,31

Imo1376 ahnlich einer 6-Phosphogluconat- -2,08 0,74
Dehydrogenase

Imo1385 ahnlich einem unbekannten Protein 0,02 2,02  opImol385-Imo1386

Imo1454 rpoD; RNA-Polymerase-Sigmafaktor RpoD  -1,80  -3,11

Imo1461 CS -0,43  -7,90

Imo1516 " amtB; Ammonium-Transporter AmtB -2,69 n.d. opIlmol516-Imo1517

(friher NrgA)
Imo1517 " amtK; Pll Stickstoff-Regulatorprotein GInK  -3,85 n.d. opIlmol516-Imo1517

Imo1518*  CS -4,64  n.d.

Imo1522 ahnlich unbekannten Proteinen n.d. -7,83 opImol523-Imo1522

Imo1524 apt; Adenin-Phosphoribosyltransferase -7,46 n.d. opImol525-Imo1524

Imo1526 ahnlich unbekannten Proteinen -1,72 -3,71

Imo1569 ahnlich unbekannten Proteinen n.d. -7,12 opImol569-Imol1566

Imo1602 ahnlich unbekannten Proteinen 0,24 -2,32  opImo1602-Imo1601

Imo1604 dhnlich dem 2-Cys-Peroxiredoxin 2,34 n. d.

Imo1631 trpD; Anthranilat- -2,04 0,18 opImo1633-Imol1627
Phosphoribosyltransferase

Imo1666 an Peptidoglykan gebundenes Protein -2,08 -0,99 opImol669-Imol666
(LPXTG)

Imo1672 menE; O-Succinyl-Benzoat-CoA-Ligase n.d. -2,91 opImol676-Imol1672

Imo1700 (o -2,32  -1,20 opImo1699-Imo1700

Imo1711 sehr dhnlich einer Aminopeptidase -2,06 1,12 opImol711-lmo1712

Imo1733 ahnlich einer Glutamat-Synthase (kleine 2,53 -0,38 opIlmo1734-Imo1733

Untereinheit)
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Imo1734

Imo1742
Imo1745

Imo1764 "

Imo1765 "

Imo1766 "

Imo1767

Imo1768

Imo1769

Imo1770

Imo1771
Imo1772

Imo1773
Imo1775

Imo1808
Imo1809
Imo1847
Imo1870 ™"
Imo1888
Imo1901
Imo1951

Imo1954
Imo2035

Imo2041

dhnlich einer Glutamat-Synthase (grof3e 2,34
Untereinheit)

adeC; Adenin-Desaminase 3,40
ahnlich einem Zwei-Komponenten- 2,32
Response-Regulator

purD; Phosphoribosylglyzinamid- 2,75
Synthetase

purH; Bifunktionelle 2,93
Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxy-
Formyl-Formyltransferase und
Inosinmonophosphat-Cyclohydrolase

purN; Phosphoribosylglyzinamid- 2,69
Formyltransferase

purM; Phosphoribosylaminoimidazol- 2,66
Synthetase

purF; Glutamin- 3,47
Phosphoribosylpyrophosphat-

Amidotransferase

purQ; Phosphoribosylformylglyzinamid- 2,92
Synthetase |

purl; Phosphoribosylformylglyzinamid- 3,02
Synthetase Il

dhnlich einem unbekannten Protein 3,53
purC; Phosphoribosylaminoimidazol- 2,15
Succinocarboxamid-Synthetase

purB; Adenylosuccinat-Lyase 2,29
purE; Phosphoribosylaminoimidazol- 3,72
Carboxylase |

fabD; Malonyl-CoA-Acyl-Transportprotein- 2,01
Transacylase

plsX; Fettsdure/Phospholipid-Synthese- 2,24
beteiligtes Protein PlsX

ahnlich den Adhasionsbindeproteinen und 2,16
Lipoproteinen mit multipler Spezifitat fir
Metallkationen (ABC-Transporter)

ahnlich einer alkalischen Phosphatase -7,46
dhnlich hypothetischen Proteinen 0,64
panC; Pantothenat-Synthetase 2,34
dhnlich unbekannten Proteinen n.d.
drm; Phosphopentomutase 3,76
murG; Peptidoglykan-Synthese-Enzym, -0,98
putative Phospho-N-Acetylmuramyl-
Pentapeptidtransferase

ahnlich unbekannten Proteinen 0,08

0,02

0,04
0,33

-0,26

-0,09

-0,19

-0,85

-0,05

1,09

-0,24

0,35
-0,46

0,28
2,10

0,33

-0,46

0,04

n. d.

-2,65

0,50

-7,12

-6,64
3,02

-3,06

op Imo1734-Imo1733

op Imo1747-Imo1741
op Imo1747-Imo1741

op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764
op Imo1775-Imo1764

op Imo1775-Imo1764
op Imo1775-Imo1764

op Imo1810-Imo1807

op Imo1810-Imo1807

op Imo1849-Imo1849

op Imo1902-Imo1900
op Imo1952-Imo1946
op Imo1955-Imo1953
op Imo2038-Imo2034

op Imo2042-Imo2039
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Imo2047
Imo2048
Imo2115

Imo2198
Imo2200
Imo2208
Imo2230
Imo2275
Imo2294
Imo2300

Imo2334
Imo2370
Imo2381

Imo2382

Imo2412

Imo2434

Imo2452
Imo2477
Imo2511

Imo2534
Imo2562
Imo2574
Imo2580

Imo2581 "
Imo2619
Imo2625
Imo2674

Imo2692 "

Imo2716

rpmF; ribosomales Protein L32
ahnlich unbekannten Proteinen

ahnlich einem ABC-Transporter
(Permeaseprotein)

trpS; Tryptophanyl-tRNA-Synthetase
ahnlich einem Transkriptionsregulator
ahnlich einem unbekannten Protein
ahnlich einer Arsenat-Reduktase
Protein gp28 [Bakteriophage A118]
Protein gp9 [Bakteriophage A118]

putative Terminase des Bakteriophagen
A118 (groRe Untereinheit)

ahnlich einem Transkriptionsregulator
dhnlich einer Aminotransferase

dhnlich den an der Cholat- und Na*-
Resistenz und pH-Homoostase beteiligten
Proteinen

shnlich den an der Cholat- und Na*-
Resistenz und pH-Homoostase beteiligten
Proteinen

ahnlich konservierten hypothetischen
Proteinen

sehr dhnlich den Glutamat-
Decarboxylasen

ahnlich einer Carboxylesterase
galE; UDP-Glukose-4-Epimerase

dhnlich den konservierten hypothetischen
Proteinen wie dem Protein YvyD aus
B. subtilis

atpE; H'-transportierende ATP-Synthase
CS
CS

dhnlich einem ABC-Transporter (ATP-
Bindeprotein)

konserviertes hypothetisches Protein
rpsN; ribosomales Protein S14
rplP; ribosomales Protein L16

ahnlich einer Ribose-5-Phosphat-
Epimerase

(&)

cydC; fur die Expression von Cytochrom-
bd bendtigtes Protein

0,98
0,65
2,87

-2,63
n.d.
n. d.
0,24

-2,53
3,53
0,15

0,12
2,53
-1,20

n. d.

2,46

-2,04

-2,06
-2,73
0,04

2,22
3,49
-0,75
n.d.

-1,40
2,04
2,23

-0,70

-2,43

2,11

-2,25
-2,77
-0,50

-0,36
-7,12
-7,63
-2,77

n.d.

n.d.
-7,48

-7,12
0,08
-7,31

-7,40

0,25

0,50

0,69
0,84
-7,70

-0,89
-7,22
-7,63
-7,22

-2,61
0,86
0,43
2,26

1,04

1,42

op Imo2114-Imo2115

op Imo2200-Imo2199
op Imo2209-Imo2208

op Imo2273-Imo2276
op Imo2301-Imo2278
op Imo2301-Imo2278

op Imo2378-Imo2384

op Imo2378-Imo2384

op Imo2415-Imo2411

op Imo2454-Imo2448
op Imo2477-lmo2475

op Imo2536-Imo2528
op Imo2562-Imo2560
op Imo2575-Imo2574

op Imo2633-Imo2606
op Imo2633-Imo2606
op Imo2673-Imo2674

op Imo2694-Imo2692

op Imo2718-Imo2715
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Imo2724 ahnlich unbekannten Proteinen -2,53  -0,20 opImo2726-Imo2724
Imo2748 ahnlich dem Stressprotein YdaG aus -0,68 -7,83

B. subtilis
Imo2845 ahnlich den Transmembran-Efflux- -2,06 1,49

Proteinen

a)geméiB ListiList des Institut Pasteur (http://genolist.pasteur.fr/ListiList), CS = codierende Sequenz

®) RTL = Relatives Transkriptionslevel = Transkription in L. monocytogenes EGDe AgInR verglichen zur
Transkription in L. monocytogenes EGDe bei 24 °C bzw. 37 °C

9 op = Operon (TOLEDO-ARANA et al., 2009); *Operon wurde nicht durch Toledo-Arana identifiziert, ist
aber in der Literatur fiir Gram-positive Bakterien weitgehend beschrieben (BoLoTIN et al., 2001;
DOROSHCHUK et al., 2006; STRAUCH et al., 1988). Bei (WURTZEL et al., 2012) wurde kein eigener
Transkriptionsstart fiir g/nA identifiziert.

Y als temperaturabhangig transkribiert identifiziert (vgl. Kap. IV.2.1)

Grau markierte Zahlen = log, RTL -2 > bzw. < 2 und/oder p > 0,05

n. d. = nicht definierbar, da Countanzahl bei beiden Stammen unter 10

Durch das Fehlen von GInR wurde die Transkription von insgesamt 102 Genen beeinflusst.
Darunter befanden sich 56 Gene, die bei 24 °C, 41 Gene, die bei 37 °C, und finf Gene
(Imo0796, ginR, ginA, purE, Imo2562), die bei beiden Temperaturen in der Mutante im
Vergleich zum Wildtyp unterschiedlich transkribiert wurden. Dies zeigt, dass sich die
Abwesenheit von GInR je nach Temperatur zum groRten Teil unterschiedlich auf das
L. monocytogenes Transkriptom auswirkt.

Es konnten 13 Gene gefunden werden, die bereits in dieser Arbeit als temperaturabhangig
transkribiert identifiziert wurden (Kap. IV.2.1). Darunter befanden sich die Stickstoffgene
gInRA, amtB-gInK und gdh.

Betrachtet man die Ergebnisse aus dem NGS-Experiment, ldsst sich erkennen, dass g/nRA in
der GInR-defizienten Mutante bei beiden Temperaturen stérker (ginR log,”* = 3,57; gInR
IogzwC = 7,00; glnA IogzwC = 2,40; glnA IogzwC = 5,14) und amtB-ginK bei 24 °C schwacher
(amtB log,** = -2,69; gInK log,** = -3,85) transkribiert wird als im Wildtyp. Daraus kann
geschlossen werden, dass sich GInR im Wildtyp sowohl bei 24 °C als auch bei 37° C
reprimierend auf die Transkription von gInRA und bei 24° C aktivierend auf die Transkription
von amtB-gInK auswirkt. Der Einfluss von GInR auf die amtB-ginK-Transkription bei 37 °C
konnte aufgrund der zu geringen Countzahl bei dieser Temperatur nicht bestimmt werden.
Im Gegensatz zu gInRA und amtB-gInK gehort gdh zu den Genen, die bei 37 °C im Wildtyp
starker transkribiert werden als bei 24 °C (vgl. Kap. IV.2.1). In der L. monocytogenes AgInR
Mutante fallt die Transkription von gdh bei 24° C starker aus als im Wildtyp, wohingegen bei
37 °C keinerlei transkriptionelle Unterschiede zu sehen waren (gdh log,”* = 6,27; gdh log,*”
= -0,76). Folglich Gbt GInR auf die gdh-Transkription nur bei 24 °C einen reprimierenden
Einfluss aus. Ob die temperaturabhangige Regulation dieser Gene direkt oder indirekt durch

GInR ausgefuhrt wird, lasst sich durch dieses Experiment nicht beantworten.

69



IV. Ergebnisse

Zur Validierung der NGS-Daten wurde die Transkription der Gene g/nA, amtB und gdh in
L. monocytogenes EGDe und L. monocytogenes EGDe AginR mittels qRT-PCR bei 24 °C und
37 °C analysiert (Abb. 20). Zusatzlich dazu wurde zum Ausschluss polarer Effekte durch die
glnR-Deletion die Komplementationsmutante L. monocytogenes EGDe AginR::gInR kon-
struiert (OsPINA, 2012) und die Transkription der Stickstoffgene in dieser Mutante mit der im
Wildtyp verglichen (Abb. 20). Dabei wurden zwei der drei biologisch unabhidngigen
Experimente durch Alberto Ospina im Rahmen seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt (OsPINA,

2012).
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Abb. 20: GInR-abhangige Transkription von glnA, amtB und gdh bei (A) 24 °C und (B) 37 °C.
Dargestellt sind die Mittelwerte der durch qRT-PCR-Messungen bestimmten mRNA-Expressionen von
glnA, amtB und gdh in % in L. monocytogenes EGDe AginR (graue Sdulen) und L. monocytogenes EGDe
AgInR::ginR  (schwarz schraffierte Saulen) verglichen zur mRNA-Expression der Gene in
L. monocytogenes EGDe (Wildtyp; schwarze Saulen). Die mRNA-Expression der Gene im Wildtyp
wurden jeweils auf 100 % gesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen (in der Grafik durch
Fehlerbalken dargestellt) wurden aus drei biologisch unabhéngigen Replikaten bestimmt. In jeder
Messung wurden zwei technische Replikate pro Gen mitgefiihrt. Die Ct-Werte der untersuchten Gene
wurden gegen die Ct-Werte von rpoB normalisiert.

Anhand der gRT-PCR-Experimente konnte festgestellt werden, dass es sich bei den NGS-
Daten um valide Daten handelt. Die reprimierende Wirkung von GInR auf die Transkription

von glnA bei beiden Temperaturen und die aktivierende Wirkung auf die amtB-Transkription
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bei 24 °C konnten bestatigt werden. Des Weiteren konnte ein reprimierender Einfluss von
GInR auf die Transkription von amtB-ginK bei 37 °C detektiert werden. Die Transkription von
gdh wurde — wie in den NGS-Daten — nur bei 24 °C negativ beeinflusst. Bei 37 °C konnten
keinerlei Unterschiede in der relativen mRNA-Expression zwischen Wildtyp und
Deletionsmutante beobachtet werden. Durch die Komplementation von g/inR in der
Komplementationsmutante L. monocytogenes EGDe AginR::ginR konnte das Transkriptions-
profil des Wildtyps wiederhergestellt werden. Eventuelle polare Effekte durch die glnR-

Deletion kdnnen dadurch ausgeschlossen werden.
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V. Diskussion

1. Der Pokelzusatz Natriumnitrit als antimikrobielles Agens gegen L. monocytogenes

1.1 Das Nitrit-abhdngige Wachstum und Transkriptom von L. monocytogenes

NaNO; bzw. NaNO, wird seit Jahrzehnten zur Konservierung und Vermeidung von
Kontaminationen durch Lebensmittelpathogene den rohen Fleisch- und Wurstprodukten
zugegeben. NaNO; per se hat allerdings keinerlei Einfluss auf das Wachstum des Gram-
positiven Lebensmittelpathogens L. monocytogenes (Kap. IV.1.1). Und auch auf
Transkriptomebene lassen sich keine Unterschiede in Gegenwart und Abwesenheit von
NaNO; feststellen (Kap. 1V.1.2). Nach der Zugabe von NaNO; in das Wurstprodukt wird Nitrat
durch die in der Starterkultur vorhandenen Bakterien zu Nitrit reduziert (G@TTERUP et al.,
2007). Die in dieser Dissertation durchgefiihrten in vitro Studien zeigen, dass NaNO, — anders
als NaNO; — eine wachstumsinhibierende Wirkung auf L. monocytogenes ausibt (Kap.
IV.1.3). Auch in situ Studien konnten ein durch Nitrit induziertes Wachstumsdefizit von
L. monocytogenes Zellen im Fleisch- bzw. Wurstmilieu feststellen (KaBiscH et al., 2012;
SCHRADER, 2010; XI et al., 2011). Daraus kann geschlossen werden, dass nur Nitrit, nicht aber
Nitrat selbst zytotoxisch auf die Zellen wirkt.

Um den negativen Einfluss von NaNO, auf die L. monocytogenes Zellproliferation ndher zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit Microarray-Studien durchgefiihrt (Kap. 1V.1.4). Dabei
wurde das Transkriptom von L. monocytogenes Zellen in An- bzw. Abwesenheit von 200 mg/|
NaNO, untersucht und die Ergebnisse miteinander verglichen. Insgesamt konnten 50 Gene
identifiziert werden, die Nitrit-abhangig transkribiert werden. Darunter sind 34 Gene, deren
Transkription in Gegenwart von Nitrit aktiviert wird, und 16 Gene, deren Transkription in
Gegenwart von Nitrit reprimiert wird. Interessanterweise sind 27 der durch Nitrit starker
transkribierten Gene Mitglieder des SigB-Regulons. Bereits durchgefiihrte Transkriptom- und
Proteomstudien konnten eine aktivierende Wirkung von SigB auf die Expression dieser Gene
feststellen (HAIN et al., 2008; MuJAHID et al., 2013; OLIVER et al., 2010; OLIVER et al., 2009;
RAENGPRADUB et al., 2008). Der alternative Sigmafaktor SigB ist in vielen Gram-positiven
Bakterien stark konserviert (HECKER et al., 2007) und spielt in L. monocytogenes in der
allgemeinen Stressantwort und Virulenz eine wichtige Rolle (KAzmMIERCZAK et al., 2003). Auch
das mit L. monocytogenes phylogenetisch nah verwandte Bakterium B. subtilis reagiert auf
nitrosativen Stress mit der Expression von Proteinen, die an der generellen Stressantwort

beteiligt sind (HOCHGRAFE et al., 2008; MOORE et al., 2004; ROGSTAM et al., 2007).
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Unter den Genen, deren Transkription durch die Anwesenheit von Nitrit aktiviert, aber nicht
durch SigB reguliert wird, befinden sich die Gene Imo2182, Imo2183 und Imo2184, die fir
einen putativen Ferrichrom-ABC-Transporter kodieren (GLASER et al., 2001). Die Gene
Imo2182-Imo2184 sind auf dem L. monocytogenes Genom in der sogenannten srtB-Region
lokalisiert und werden von den Genen hbp2 (Imo2185; vormals svpA (BOREZEE et al., 2001))
bzw. srtB (Imo2181) flankiert. Dabei kodiert hbp2 fur das Hn/Hb-Bindeprotein Hbp2 und srtB
fir die Sortase B, die das Protein Hbp2 an das Peptidoglykan der bakteriellen Zellwand
verankert (BIERNE et al., 2004; XiA0 et al., 2011). Sowohl Hpb2 als auch SrtB wird eine
Beteiligung an der Aufnahme von Hamin zugesprochen (XiA0 et al.,, 2011). Die Rolle des
Genproduktes von Imo2182-Imo2184 bei der Eisen-Akquisition ist hingegen noch unbekannt
(JIN et al., 2006; NEWTON et al., 2005). Ein Grund fiir die erhéhte Transkription von Imo2182-
Imo2184 in Gegenwart von Nitrit kdnnte in einem erhdhten Bedarf an Eisenmolekiilen
liegen, durch die die Zelle durch Nitrit-Derivate inaktivierte Proteine neu assemblieren
kénnte (FukuTto et al., 2000). Auch konnte die Nitrit-abhangige Expressionsinduktion des
putativen Ferrichrom-Transporters dadurch erklart werden, dass die L. monocytogenes
Zellen in Gegenwart von Nitrit und dessen Derivaten moglicherweise eisenlimitierten
Bedingungen im Medium ausgesetzt sind. Zwar handelt es sich bei dem in dieser Arbeit
verwendeten BHI-Medium um ein eisenreiches Medium (NEWTON et al., 2005). Allerdings
interagieren die durch Nitrit entstandenen RNS mit den im Medium vorhandenen
Eisenmolekiilen (FukuTo et al.,, 2000), so dass die Eisenmolekile fir die Bakterienzelle
unzuganglich gemacht werden kdnnten. Bestarkt wird diese Vermutung durch bereits
durchgefiihrte Versuche mit L. monocytogenes EGDe in einem KRM-Medium in An- und
Abwesenheit von Eisen. Dabei konnte eine erhdhte Transkription der Gene Imo2182 und
Imo2183 unter eisenlimitierten Bedingungen festgestellt werden (LEDALA et al., 2010). Auch
andere Forscher sehen in der extrazellularen Verfligbarkeit von Eisen eines der Haupttrigger
fr die Expression des Operons, in dem die Gene Imo2182-Imo2184 lokalisiert sind (NEWTON
et al., 2005).

Neben Genen, deren Transkription in Gegenwart von Nitrit aktiviert wird, konnten in dieser
Arbeit auch Gene identifiziert werden, deren Transkription Nitrit-abhangig inhibiert wird.
Darunter befinden sich alle zehn Mitglieder des pyr-Operons (pyrR, pyrP, pyrB, pyrC, pyrAA,
pyrAB, pyrDIl, pyrD, pyrF, pyrE), deren relative Transkriptionslevel sich zwei Stunden nach
Nitritzugabe um das 20fache verminderten. Die pyr-Genprodukte sind an der de novo
Synthese von Pyrimidinen beteiligt (http://www.genome.jp/kegg). In B. subtilis wird die

Transkription der pyr-Gene durch den Repressor PyrR reguliert. PyrR gehort zur Familie der
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Typ | Phosphotransferasen (SINHA and SMITH, 2001; TOMCHICK et al., 1998). Die Inhibierung
der Transkription des pyr-Operons erfolgt in Gegenwart von UMP oder Uridintriphosphat
(UTP) durch die Bindung von aktiviertem PyrR an die 5'-nichttranslatierte Region (5°-NTR)
der pyr-mRNA (BONNER et al., 2001; Lu et al., 1996). Aufgrund dieser Interaktion zwischen
mMRNA und PyrR wird ein durch die Sekundarstruktur der mRNA vorhandener Antiterminator
destabilisiert und ein Anti-Antiterminator zusammen mit einem Terminator ausgebildet, was
eine Transkription der pyr-Gene verhindert (LU et al., 1996). Liegen nur geringe UMP- bzw.
UTP-Konzentrationen vor, findet keine PyrR-Bindung an die 5°-NTR der pyr-mRNA statt und
die pyr-Gene kdnnen transkribiert werden (Lu et al., 1996). Die genomische Anordnung der
pyr-Gene in B. subtilis ist mit der in L. monocytogenes identisch (NCBI; http://www.ncbi.
nlm.nih.gov), was darauf schlieen ladsst, dass in L. monocytogenes eine dhnliche Regulation
der pyr-Gen-Transkription stattfindet wie in B. subtilis. Eine in den 70er Jahren
veroffentlichte Studie konnte feststellen, dass der Einbau von Uracil in die B. cereus RNA
durch die Zugabe eines erwarmten chemischen Gemisches, das 27 mM NaNO, enthielt,
verhindert wird (HANSEN and LEVIN, 1975). Ausgehend davon wiére auch eine mogliche
Inhibierung des Uracil-Einbaus in die L. monocytogenes RNA durch die Zugabe von 200 mg/I
NaNO, denkbar, wodurch sich die Konzentration von freiem Uracil in der Zelle erh6éhen
wirde. Die Akkumulation von Uracil in der L. monocytogenes Zelle wiirde anschliefend zu
einer Inhibierung der Transkription der pyr-Gene durch die Bindung von aktiviertem PyrR an
die pyr-mRNA fuhren. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei der in
dieser Arbeit beobachteten Inhibierung der pyr-Gen-Transkription in L. monocytogenes in

Gegenwart von Nitrit um einen sekundaren Effekt handelt.

1.2 Auswirkungen von Nitrit auf das Wachstum und die pyrAB-Transkription anderer
Gram-positiver Bakterien

Um die aus den durchgefiihrten Experimenten gewonnenen Erkenntnisse Uber die
Nitritantwort von L. monocytogenes auf andere Gram-positive Organismen zu erweitern,
wurde zunachst das in vitro Wachstum von B. cereus und S. epidermidis in An- und
Abwesenheit von NaNO, untersucht. Dabei zeigte sich, dass Nitrit — anders als bei
L. monocytogenes — das Wachstum beider Bakterien nur leicht hemmt (Kap. IV.1.5). Die von
Nitrit ausgehende geringe Wachstumsinhibierung von B. cereus konnte auch aulerhalb
dieser Arbeitsgruppe bei Temperaturen von 28 °C bis 37 °C unter neutralen pH-Bedingungen
im BHI-Medium beobachtet werden (BENEDICT et al.,, 1993). Des Weiteren wurde das
Wachstum von S. aureus, das in naher Verwandtschaft zu dem in dieser Dissertation
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getesteten Organismus S. epidermidis steht, durch Nitrit nicht beeinflusst (BUCHANAN and
SOLBERG, 1972). Die geringe Sensitivitat von S. aureus gegeniiber dem Pdkelzusatz NaNO,
wirkt sich insbesondere nachteilig auf die Fleischproduktion aus. So konnte in einer
gepokelten Salami im Vergleich zu einer ungepodkelten, langgereiften Salami keine
Verminderung der S. aureus Keimzahl festgestellt werden (KaBiscH et al., 2012). Auch die
Zugabe von 154 mg/kg NaNO, in luftgetrocknete Schweinswiirste beeintrichtigte das
Uberleben von S. aureus nicht (BANG et al., 2008).

Da die Inhibierung der pyr-Gen-Transkription eine der deutlichsten Auswirkungen von Nitrit
auf das L. monocytogenes Transkriptom darstellte, wurde die Nitrit-abhangige pyr-Gen-
Transkription in den beiden Gram-positiven Bakterien B. cereus und S. epidermidis ebenfalls
untersucht. Dabei diente das Gen pyrAB als Zielgen, das — wie in L. monocytogenes — auch in
B. cereus und S. epidermidis in der Mitte des pyr-Operons lokalisiert ist (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Bei den Versuchen zeigte sich, dass Nitrit sich nicht nur
unterschiedlich auf das Wachstum von L. monocytogenes und B. cereus bzw. S. epidermidis
auswirkt. Auch die deutliche Transkriptionsinhibierung von pyrAB in L. monocytogenes in
Anwesenheit von Nitrit konnte in B. cereus und S. epidermidis nicht detektiert werden.
Wahrend die pyrAB-Transkription in S. epidermidis Zellen, die mit Nitrit inkubiert wurden,
sich nicht von denen, die ohne Nitrit inkubiert wurden, unterschied, konnte in B. cereus in
Gegenwart von Nitrit die dreifache pyrAB-mRNA-Menge nachgewiesen werden (Kap. IV.1.6).
Mehrere Transkriptomstudien, die die nitrosative Stressantwort der Bakterien B. subtilis und
S. aureus untersuchten, konnten ebenfalls keine Inhibierung der pyrAB-Transkription in
Gegenwart des Nitrit-Derivats NO, des NO-Donors SNP bzw. in Gegenwart von Nitrit selbst
feststellen (MOORE et al., 2004; ROGSTAM et al, 2007; SCHLAG et al., 2007). Die
unterschiedliche Reaktion der Bakterien L. monocytogenes, B. cereus und S. epidermidis auf
nitrosativen Stress konnte damit erklart werden, dass B. cereus und S. epidermidis — anders
als L. monocytogenes — das NO-detoxifizierende Protein Hmp besitzen. Es ist bekannt, dass
sowohl B. subtilis als auch S. aureus auf nitrosativen Stress mit der Expression des Proteins
Hmp reagieren (HOCHGRAFE et al., 2008; MOORE et al., 2004; NAKANO, 2002; RICHARDSON et al.,
2006; ROGSTAM et al., 2007; SCHLAG et al., 2007). Hmp-defiziente B. subtilis und S. aureus
Mutanten zeigten extreme Anpassungsschwierigkeiten gegeniber nitrosativem Stress
(GONCALVES et al., 2006; RoGsTAM et al., 2007). Ein Hmp-Homolog ist in L. monocytogenes
nicht annotiert (GLASER et al., 2001) und die in dieser Dissertation durchgefiihrten

Transkriptomstudien zeigten, dass L. monocytogenes unter Nitriteinfluss keine Gene
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transkribiert, deren Produkte an einer direkten Nitrit- bzw. RNS-Abwehr beteiligt sein
kénnten (Kap. IV.1.4).

Aus den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten qRT-PCR-Experimenten geht hervor, dass
Nitrit in B. cereus die Transkription von hmp unter den hier gewahlten Bedingungen
tatsachlich induziert (Kap. IV.1.7). Daher kann vermutet werden, dass die starkere Resistenz
von B. cereus gegeniber Nitrit unter anderem mit der erhohten Hmp-Expression einhergeht.
S. epidermidis zeigt hingegen keine Nitrit-induzierte Transkription des Gens hmp (Kap.
IV.1.7). Es konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden, dass die hmp-Transkription in
nitrosativem Stress ausgesetzten S. aureus Zellen unter aeroben Bedingungen niedrig ist und
erst in einer sauerstofflimitierten Umgebung steigt (GONCALVES et al., 2006). Somit spielt
wahrscheinlich Hmp in S. epidermidis — wie in S. aureus — nicht unter aeroben, sondern erst
unter microaerophilen Bedingungen eine bedeutende Rolle in der Nitritabwehr. Folglich
unterliegt vermutlich die in dieser vorgelegten Arbeit beobachtete Nitritresistenz in

S. epidermidis einem anderen Abwehrmechanismus.

1.3 Der Einfluss des NO-Donors SNP auf das Wachstum und die pyrAB-Transkription
von L. monocytogenes

Es wird davon ausgegangen, dass die antimikrobielle Wirkung von Nitrit wahrend der
Wurstfermentation nicht durch Nitrit per se, sondern durch die aus Nitrit entstehenden RNS,
insbesondere durch NO, hervorgerufen wird (CAMMACK et al., 1999; FANG, 1997). Deshalb
wurden im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich zu Nitrit das Wachstumsverhalten von
L. monocytogenes und die pyrAB-Transkription in L. monocytogenes in An- und Abwesenheit
des NO-Donors SNP untersucht. SNP ist ein nitrosatives Agens, das in der Lage ist, ein
Nitrosonium-lon an seine Umgebung abzugeben (HUGHES, 1999). SNP wurde bereits in
anderen Forschungsgruppen fiir die Untersuchung der nitrosativen Stressantwort diverser
Organismen verwendet (CoMTOIS et al., 2003; FREY et al., 2002; MOORE et al., 2004; NAKANO,
2002; ROGSTAM et al., 2007). Eine Studie in B. subtilis konnte zeigen, dass die Stressantwort
auf NO-Gas und SNP im Wesentlichen identisch ist und sich lediglich in der Induktion des
SigB-Regulons unterscheidet. Wahrend in Anwesenheit von NO-Gas das SigB-Regulon lber
die regulatorische Kaskade des Energiestresses induziert wurde, aktivierte SNP das Regulon
Uber die regulatorische Kaskade des Umweltstresses (MOORE et al., 2004). L. monocytogenes
Zellen, die mit 20 bzw. 25 uM SNP inkubiert wurden, zeigten in dieser Arbeit eine dhnliche
Wachstumshemmung wie in Gegenwart von 200 mg/l NaNO, (Kap. IV.1.8). Und auch die
Transkription von pyrAB wurde durch die SNP-Zugabe inhibiert (Kap. IV.1.9). Aufgrund dieser
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Experimente ist es wahrscheinlich, dass nicht nur Nitrit, sondern auch das Nitrit-Derivat NO
an der in dieser Arbeit identifizierten nitrosativen Stressantwort in L. monocytogenes

beteiligt ist.

1.4 Die medienabhangige Inhibierung der pyrAB-Transkription in L. monocytogenes in
Anwesenheit von Nitrit bzw. SNP

Die innerhalb dieser Dissertation festgestellte Nitrit- bzw. SNP-abhangige Inhibierung der
pyrAB-Transkription ist allerdings stark medienabhangig. Verwendet man fir die
Untersuchung der pyrAB-Transkription eine andere BHI-Charge des gleichen Herstellers,
kann diese Inhibierung in Gegenwart von Nitrit bzw. SNP nicht mehr nachgewiesen werden
(Kap. IV.1.10). Bei dem BHI-Medium handelt es sich um ein sehr komplexes Medium, dessen
Zusammensetzung nicht klar definiert ist. Variationen in den Konzentrationen diverser
Medienbestandteile in unterschiedlichen Chargen sind somit moglich und sogar
wahrscheinlich. gRT-PCR-Messungen zeigen, dass die Transkription von pyrAB in der zweiten
Charge bereits in den ohne Nitrit bzw. SNP inkubierten Zellen sehr gering ist (Kap. 1V.1.10).
Eine weitere Inhibierung der pyrAB-Transkription durch Nitrit bzw. SNP kann somit nicht
erfolgen.
Einige Forscher berichteten bereits von einer Reduzierung der pyrAB-Transkription in
Lactococcus lactis durch die Zugabe von Uracil in das Ndhrmedium (MARTINUSSEN and
HAMMER, 1998). Eine erhohte Uracil-Konzentration im Medium der Charge Il kénnte auch
eine mogliche Erklarung fir die bereits in den unbehandelten L. monocytogenes Zellen
festgestellte Inhibierung der pyrAB-Transkription sein. Liegt bereits eine gewisse exogene
Menge an Uracil vor, kann dieses durch die dafir zustdandigen Uracil-Transporter
aufgenommen werden. In B. subtilis resultiert die Gegenwart von UMP oder UTP in einer
Aktivierung des Pyrimidin-Repressors PyrR, der anschlieBend an die 5-NTR der pyr-mRNA
bindet (BONNER et al.,, 2001; Lu et al.,, 1996). Durch die PyrR-mRNA-Interaktion entsteht
sowohl eine Anti-Antiterminator- als auch eine Terminator-Struktur, wodurch die
Transkription der pyr-Gene verhindert wird (LU et al., 1996). Dieser Regulationsmechanismus
ist auch in L. monocytogenes denkbar.
In B. subtilis und L. lactis ist das Protein PyrP an der Aufnahme von Uracil in die Zelle beteiligt
(MARTINUSSEN et al., 2001; TURNER et al., 1994). Das Genprodukt von pyrP, das in
L. monocytogenes — wie pyrAB — im pyr-Operon lokalisiert ist (NCBI; http://www.ncbi.
nim.nih.gov), zeigt eine 51 %ige bzw. 55 %ige Ubereinstimmung in der Aminosiuresequenz
zu PyrP von L. lactis 1L1403 bzw. B. subtilis 168 (NCBI; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Dies macht eine Beteiligung von PyrP an der Uracilaufnahme in L. monocytogenes sehr
wahrscheinlich.

Tatsachlich kann in einer PyrP defizienten L. monocytogenes Mutante die pyrAB-
Transkription in Charge Il angezogenen Zellen erhoht werden (Kap. 1V.1.10). Ausgehend von
einer dhnlichen Regulation der pyr-Gen-Transkription in L. monocytogenes wie in B. subtilis,
findet bei geringen UMP- oder UTP-Konzentrationen keine Interaktion des Repressors PyrR
mit der pyr-mRNA statt (LU et al., 1996). Die pyr-Gene werden transkribiert. Zwar fallt die in
L. monocytogenes ApyrP gebildete pyrAB-mRNA-Molekilmenge in Charge Il nicht so hoch
aus wie die in Charge | inkubierten Wildtyp Zellen, dennoch kann die inhibierende Wirkung
von Nitrit bzw. SNP auf die pyrAB-Transkription in L. monocytogenes ApyrP auch in Charge Il
nachgewiesen werden (Kap. [V.1.10). Die geringere pyrAB-Basistranskription in
L. monocytogenes ApyrP in Charge Il im Vergleich zum Wildtyp in Charge | lasst sich durch
das eventuelle Vorhandensein weiterer Uracil-Transporter erklaren, die trotz der
Abwesenheit von PyrP Uracil in die L. monocytogenes Zelle transportieren kénnen.

Aus diesem Experiment geht hervor, dass die Inhibierung von pyrAB in Gegenwart von Nitrit
bzw. SNP nur in einem uracilarmen Medium erfolgen kann, da in diesem die unbehandelten
L. monocytogenes Zellen gezwungen sind, Uracil de novo zu synthetisieren. Die Transkription
der pyr-Gene ist daflir notwendig. Die Wachstumshemmung durch Nitrit bzw. SNP ist
allerdings medienunabhangig. Auch in Charge Il konnte im Wildtyp das in Charge |
beobachtete Wachstumsdefizit in Gegenwart von Nitrit bzw. SNP beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Somit handelt es sich bei der Nitrit- bzw. SNP-abhangigen Transkriptions-
inhibierung von pyrAB um einen indirekten Effekt, der nicht bzw. nicht ausschlieBlich fir die
beobachtete Wachstumsinhibierung von L. monocytogenes in Gegenwart von Nitrit bzw. SNP

(Kap. IV.1.3; Kap. IV.1.8) verantwortlich zu sein scheint.

1.5 Die Identifizierung moglicher weiterer bei der Nitrit-Antwort von L. monocyto-
genes wichtiger Gene

Durch das Screenen einer L. monocytogenes EGD Insertionsmutantenbank konnten 16
weitere Gene identifiziert werden, die flr die Nitritantwort in L. monocytogenes von
Bedeutung zu sein scheinen. Mutanten, die Insertionen in diesen Genen besitzen, zeigten in
Anwesenheit von Nitrit ein schwacheres Wachstum als der Wildtyp (Kap. 1V.1.11). Darunter
befinden sich Mutanten, die Insertionen in Genen besitzen, deren Produkte an der DNA-
Synthese, -Replikation bzw. -Reparatur beteiligt sind (Imo1705, Imo1811, uvrA (Imo2488),
dnaX (Imo2704)). Einer der Hauptangriffspunkte der RNS ist die DNA. Die Gegenwart von
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RNS kann zu erhéhten Mutationsraten, Strangbriichen oder sogar zur Fragmentierung der
DNA-Molekile fihren (BURNEY et al., 1999). Neusynthese und Reparatur der geschadigten
DNA sind in diesem Fall notwendig, um die Genomstabilitat weiterhin gewahrleisten zu
kénnen. Das Screenen von Mycobacterium tuberculosis Insertionsmutanten identifizierte
eine Mutante, die eine Insertion im Gen uvrB besitzt und sensitiver auf nitrosativen Stress
reagierte als der Wildtyp (DARWIN et al.,, 2003). Das Protein UvrB ist wie UvrA eine
Komponente des Nukleotid-Exzisionsreparatur-Systems (TRUGLIO et al., 2006). Dieses System
scheint ein wichtiger Abwehrmechanismus gegen die durch RNS ausgeldsten genotoxischen
Effekte zu sein (NAKANO et al.,, 2005b). Das beobachtete schwachere Wachstum einer
L. monocytogenes uvrA Mutante im Vergleich zum Wildtyp in Gegenwart von Nitrit kdnnte

dadurch erklart werden.

1.6 Das Fehlen von NO-detoxifizierenden Systemen als méglicher Grund fiir die Nitrit-
Sensitivitdt von L. monocytogenes wahrend des Pokelprozesses

Zusammenfassend geht aus den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimenten
hervor, dass L. monocytogenes auf nitrosativen Stress — im Gegensatz zu anderen Gram-
positiven Bakterien — ohne Aktivierung spezifischer RNS-Abwehrsysteme reagiert. Es sind nur
indirekte Mechanismen vorhanden, wie die transkriptionelle Induktion von Genen, deren
Produkte an der generellen Stressantwort beteiligt sind, um sich gegen die durch Nitrit
entstehenden RNS zu schitzen (Kap. IV.1.4). L. monocytogenes besitzt keine NO-
detoxifizierenden Systeme wie zum Beispiel B. cereus oder S. epidermidis (GLASER et al.,
2001). Diese NO-detoxifizierenden Systeme sind in L. monocytogenes wahrscheinlich auch
nicht notwendig, da L. monocytogenes anders als B. cereus und S. epidermidis nicht in der
Lage ist, Nitrat oder Nitrit zu reduzieren (GLASER et al., 2001).

Interessanterweise belegt eine Studie, durchgefiihrt mit L. monocytogenes Zellen inkubiert in
BHI-Medium unter sauren Bedingungen (pH 6), dass in Anwesenheit von Nitrit 30 % der
transkriptionell induzierten Gene auch in der Makrophagen-Vakuole im Zuge der
angeborenen menschlichen Immunantwort starker transkribiert werden (CHATTERIEE et al.,
2006; WUSTNER, 2010). Dies lasst auf dhnliche Stressbedingungen in der Makrophagen-
Vakuole wie auch bei der Herstellung von Rohwiirsten durch den Einsatz von Nitrit als
Pokelzusatz schlieRen. Sowohl wahrend der Wurstreifung als auch in der Vakuole entstehen
RNS, mit denen sich das Bakterium auseinandersetzen muss (HONIKEL, 2008; MACMICKING et
al.,, 1997). Anders als beim Pokelprozess entkommt L. monocytogenes der Makrophagen-
Vakuole und somit dem RNS-Stress, ohne NO-detoxifizierende Systeme zu benétigen
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(ALVAREZ-DOMINGUEZ et al., 1997; MARQUIS et al., 1995; SMITH et al., 1995). Doch genau dieses
Fehlen der NO-detoxifizierenden Systeme macht L. monocytogenes moglicherweise
besonders anfillig fir Nitrit, das — zusammen mit niedrigen pH-Werten — seine antimikro-
bielle Wirkung gegeniiber L. monocytogenes wahrend des Pokelprozesses somit vollstandig

entfalten kann.

2. Temperaturabhdngige Regulation des Stickstoffmetabolismus in L. monocytogenes

2.1 Das temperaturabhangige Transkriptom von L. monocytogenes

Bei dem Bakterium L. monocytogenes handelt es sich um ein fakultativ intrazelluldres
Pathogen. Es ist als Saprophyt ubiquitdr in der Natur vorhanden, kann sich aber auch im
Gastrointestinaltrakt diverser Sduger oder Vogel vermehren (FARBER and PETERKIN, 1991).
Dabei kann es im Menschen zum Ausbruch der humanen Listeriose fiihren, welche eine
Mortalitatsrate von 20 bis 40 % betrdgt (GOULET et al., 2012; SCHLECH and ACHESON, 2000;
SCHUCHAT et al., 1991). Je nach Habitat muss sich L. monocytogenes somit an die jeweiligen
Gegebenheiten bzw. Umweltbedingungen anpassen. Ein bereits bekannter Indikator, der
den Ubergang von der saprophytischen zur pathogenen Lebensweise steuert, ist die
AulBentemperatur. Es existieren bereits einige Studien, die das temperaturabhdngige
Transkriptom von L. monocytogenes untersuchten (GARMYN et al., 2012; TOLEDO-ARANA et al.,
2009; WILLIAMS et al., 2005). Allerdings wurden in diesen Studien die Bakterien in Vollmedien
(BHI oder TSB) angezogen. Um weitere temperaturabhdngig transkribierte, bisher
unbekannte Gene in L. monocytogenes zu identifizieren, wurde in dieser Dissertation das
temperaturabhangige Transkriptom von Zellen untersucht, die in einem chemisch
definierten Minimalmedium mit Glutamin als Stickstoffquelle und mit Glukose als
Kohlenstoffquelle inkubiert wurden.

Dabei zeigte sich, dass 28 Gene stadrker bei 24 °C und 44 starker bei 37 °C transkribiert
werden (Kap. IV.2.1). Wie bereits in anderen Studien demonstriert (DONSs et al., 1992; MICHEL
et al.,, 1998; WiLLAMS et al., 2005) konnte auch hier eine stdrkere Transkription einiger
Flagellengene (flaA, Imo0698, Imo0707, Imo0708, Imo0710, Imo0713) bei 24 °C als bei 37 °C
beobachtet werden. Die Aullentemperatur dient hier als Umweltreiz. Bei Temperaturen
unter 37 °C exprimiert L. monocytogenes Flagellen und ist somit selbstdandig motil. Bei 37 °C
werden keine Flagellengene transkribiert (DoNs et al., 1992; PeeL et al., 1988). Die
Fortbewegung von Zelle zu Zelle bei 37 °C im Wirt erfolgt mit Hilfe eines Aktinschweifs aus

Wirtsaktin (CosSART and Kocks, 1994; DOMANN et al., 1992; Kocks et al., 1992).
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Auch eine verstdrkte Expression der Virulenzgene bei Wirtszelltemperatur wird haufig
beschrieben (GARMYN et al., 2012; LEIMEISTER-WACHTER et al., 1992; TOLEDO-ARANA et al., 2009;
WILLIAMS et al., 2005). Die verstarkte Transkription der Virulenzgene plicA, hly, mpl, actA und
plcB bei 37 °C wird durch die Aktivitat des Hauptvirulenzfaktors PrfA reguliert, dessen
Expression unter anderem thermoreguliert ist (JOHANSSON et al., 2002; LEIMEISTER-WACHTER et
al., 1992). An der 5'-NTR des prfA-Transkripts befindet sich ein RNA-Thermosensor, dessen
Haarnadelstruktur bei einer Temperatur von 37 °C (menschliche Kérpertemperatur) teilweise
aufschmilzt. Dadurch werden die Ribosomenbindung und die Translation von PrfA
ermoglicht. Bei niedrigeren Temperaturen (< 30 °C) bildet sich an der 5°-NTR der prfA-mRNA
eine Sekundarstruktur, die die vorhandene Shine-Dalgarno-Sequenz maskiert. Eine
Translation von PrfA kann dadurch nicht mehr stattfinden (JOHANSSON et al., 2002).

Allerdings konnte eine temperaturabhangige Transkriptionsinduktion der Gene plcA, hly,
mpl, actA und plcB in dieser Arbeit bei 37 °C nicht detektiert werden. Auch sonst scheint sich
das in dieser Arbeit identifizierte temperaturabhangige Transkriptionsprofil Gberwiegend von
dem der vorherigen Studien zu unterscheiden (Kap. 1V.2.1). Es ldsst sich vermuten, dass die

temperaturabhangige Transkription einiger Gene von der Wahl des Nahrmediums abhangt.

2.2 Die temperaturabhingige Transkription der Stickstoffgene g/nRA, amtB-ginK und
gdh in L. monocytogenes

Die auffalligste Entdeckung der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Transkriptomstudien ist die temperaturabhangige Transkription von Genen, deren Produkte
am Stickstoffmetabolismus beteiligt sind. Die Gene gInR, ginA, amtB und g/inK werden bei
24 °C starker transkribiert als bei 37 °C. GInR kodiert fir den Glutamin-Synthetase-Repressor
GInR, gInA fir die Glutamin-Synthetase GInA, amtB fir den Ammonium-Transporter AmtB
und ginK fiir das Pl Stickstoff-Regulatorprotein GInK (Glaser et al., 2001).

Eine starkere Transkription der Gene gInRA und amtB-gInK lassen in B. subtilis, bei dem der
Stickstoffmetabolismus als Modellorganismus flir Gram-positive Bakterien gut untersucht ist
(AMON et al.,, 2010; FISHER, 1999; SONENSHEIN, 2007), auf eine Abwesenheit bevorzugter
Stickstoffquellen wie zum Beispiel Glutamin oder einer Kombination aus Glutamat und
Ammonium schlieRen (FISHER et al., 1984; FISHER and WRAY, 2002; WRAY et al., 1994). In der
vorliegenden Arbeit wurde Glutamin als Stickstoffquelle fiir L. monocytogenes verwendet.
Ubertragt man die aus B. subtilis gewonnenen Erkenntnisse beziiglich des Stickstoff-
metabolismus auf L. monocytogenes, so scheint L. monocytogenes Glutamin bei 24 °C
weniger effizient als Stickstoffquelle nutzen zu kénnen als bei 37 °C. Diese Hypothese wird
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durch die durchgefiihrten Wachstumsstudien bestatigt. Glutamin als Stickstoffquelle
unterstltzt das Wachstum bei 37 °C besser als bei 24 °C (Kap. 1V.2.2). Auch die differenzielle
Transkription der Gene purD, purH und purN, die Bestandteile des pur-Operons sind, konnte
durch eine temperaturabhangige Nutzbarkeit von Glutamin als Stickstoffquelle erklart
werden. Die Genprodukte des pur-Operons sind an der de novo Synthese von Purinen
beteiligt, indem sie die Bildung von Inosinmonophosphat (IMP) aus Glutamin und 5-Phospho-
a-D-Ribosyl-1-Pyrophosphat (PRPP) katalysieren (http://www.genome.jp/kegg). Bei IMP
handelt es sich um das Vorldaufermolekiil der beiden Nukleotide Adenosinmonophosphat
(AMP) und Guanosinmonophosphat (GMP). Der physiologische Grund fur die
Transkriptionsinduktion bei 37 °C kénnte in der in dieser Arbeit aufgestellten These zu finden
sein, dass bei 24 °C weniger Glutamin in der Zelle vorhanden ist als bei 37 °C. Da bei der de
novo Synthese von Purinen die Amidgruppe aus Glutamin entsteht, ist eine Korrelation der
Purin-Synthese mit der Konzentration des Amidgruppen-Donors wahrscheinlich. Je mehr
Glutamin in der Zelle vorhanden ist, desto starker wiirde die Purin-Synthese ausfallen. Diese
Uberlegung wird durch eine in B. subtilis durchgefiihrte Transkriptomstudie bestérkt. In
dieser konnte eine starkere Transkription der pur-Gene nach Zugabe von Glutamin
beobachtet werden (YE et al.,, 2009). Insgesamt deuten die Verdnderungen im
temperaturabhangigen Transkriptionsprofil dieser Studie darauf hin, dass L. monocytogenes
seinen Metabolismus temperaturabhangig anpasst. Die Temperatur kénnte als Umweltreiz
wirken, der dem Bakterium signalisiert, in welcher 6kologischen Nische (Wirt oder Umwelt)
es sich befindet, um somit eine optimale Anpassung des Metabolismus an die entsprechende
Nische mit ihrem charakteristischen Nahrstoffangebot zu gewahrleisten.

Allerdings ist die Anpassung des Stickstoffmetabolismus nicht nur temperaturabhangig,
sondern auch mediumspezifisch. So konnte flir amtB-ginK zwar bereits eine
temperaturabhangige Transkription beobachtet werden (GARMYN et al., 2012; TOLEDO-ARANA
et al., 2009). Das beobachtete hohere Transkriptionslevel von g/inRA bei 24 °C im Vergleich zu
37 °C widerspricht hingegen einer anderen Transkriptomanalyse, die eine starkere
Transkription von gInR bei 37 °C feststellen konnte (GARMYN et al., 2012). Auch die starkere
Transkription des Gens gdh bei 37 °C, das fiir die NADP-spezifische Glutamat-Dehydrogenase
kodiert, konnte in Zellen, die in BHI-Medium angezogen wurden, nicht bestatigt werden
(WiLLiams et al., 2005). Die in BHI inkubierten Zellen zeigten sogar eine starkere Transkription
bei 24 °C. Neben der Temperatur spielt also auch die Medienzusammensetzung eine
wichtige Rolle, was deutlich zeigt, dass sich L. monocytogenes metabolisch an die

entsprechende Umweltbedingung anpasst.
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2.3 Die Rolle des Transkriptionsregulators GInR bei der temperaturabhangigen
Transkription der Gene g/nRA, amtB-ginK und gdh in L. monocytogenes

Bei der Anpassung an Umweltbedingungen spielen haufig Transkriptionsregulatoren eine
grolRe Rolle. In B. subtilis als Modellorganismus flir Gram-positive Bakterien ist die Regulation
des Stickstoffmetabolismus gut charakterisiert. Neben CodY (FISHER, 1999; SONENSHEIN, 2005)
sind vor allem die beiden Proteine GInR und TnrA von Bedeutung. Sowohl GInR als auch TnrA
gehoren zur Familie der MerR-dhnlichen Transkriptionsregulatoren (FISHER, 1999; SCHREIER et
al., 1989). Unter Stickstoffliiberschuss liegt GInR in seiner aktiven Form vor und reprimiert die
Transkription der Gene tnrA, ginRA und des Urease-Operons ureABC (BRANDENBURG et al.,
2002; BROWN and SONENSHEIN, 1996; WRAY et al., 1997; ZALIECKAS et al., 2006). Im Falle eines
Stickstoffmangels ist hingegen TnrA aktiv und reguliert die Transkription von ungefahr
25 putativen Zielgenen (YOSHIDA et al., 2003). TnrA induziert die Transkription von Genen,
deren Produkte an der Rekrutierung alternativer Stickstoffquellen beteiligt sind. Darunter
befinden sich die Gene amtB, ginkK, ureABC, nasA, nasB und nasDEF. Letztere kodieren fiir die
Nitrat- und Nitritreduktase. Auch die Transkription seines eigenen Gens (tnrA) wird durch
TnrA aktiviert (BRANDENBURG et al., 2002; NAKANO et al., 1998; WRAY et al., 1996; WRAY et al.,
1998; ZALIECKAS et al., 2006). TnrA kann gleichzeitig als Repressor fungieren, der die
Transkription der Gene gltAB (kodiert fir die Glutamat-Synthase) und g/nRA reprimiert
(BELITSKY and SONENSHEIN, 2004; BELITSKY et al., 2000). Die Repression der ginRA-Transkription
durch TnrA erfolgt in einem geringeren Ausmal} als dies bei der Repression durch GInR der
Fall ist. Somit ist eine hohere Konzentration an g/InRA-mRNA-Molekiilen unter
stickstofflimitierten als bei stickstoffreichen Bedingungen vorhanden (ZALIECKAS et al., 2006).
Der Stickstoffmetabolismus von L. monocytogenes unterscheidet sich allerdings in einigen
Punkten von dem von B. subtilis. L. monocytogenes besitzt keine Gene, die fiir eine Nitrit-
oder Nitratreduktase kodieren (GLASER et al., 2001), und ist folglich — anders als B. subtilis —
auf reduzierte Stickstoffquellen angewiesen. Auch ein TnrA-Homolog ist nicht annotiert
(GLASER et al., 2001). Somit scheint die Regulation des Stickstoffmetabolismus von
L. monocytogenes dem Stickstoffmetabolismus von Streptococcus pneumoniae und L. lactis
dhnlicher zu sein als dem von B. subtilis. Beide Organismen besitzen, wie L. monocytogenes,
nur ein GInR-, aber kein TnrA-Homolog (BOLOTIN et al., 2001; HOSKINS et al., 2001; TETTELIN et
al., 2001). Zudem scheint das listerielle GInR-Homolog naher mit dem der Streptococci und
Lactobacilli verwandt zu sein als mit dem der Bacilli (DOROSHCHUK et al., 2006).

Fir die ndahere Untersuchung der Regulation des Stickstoffmetabolismus in L. monocyto-
genes wurde eine L. monocytogenes AgIinR Mutante erstellt und deren Transkriptom mit
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dem des Wildtyps verglichen. Die Transkriptomanalysen wurden bei 24 °C und 37 °C
durchgefiihrt, um eine mogliche Beteiligung von GInR an der temperaturabhangigen
Regulation der Stickstoffgene zu untersuchen. Es zeigte sich, dass das GInR-Regulon je nach
Temperatur stark variiert. Von den 102 als GInR-abhangig transkribierten identifizierten
Genen zeigten 97 eine GInR-abhangige Transkription nur bei einer der beiden Temperaturen
(Kap. 1v.2.3). Fur lediglich fiinf (Imo0796, gInR, gInA, purE, Imo2562) war eine GInR-
abhadngige Regulation bei sowohl 37 °C als auch bei 24 °C sichtbar.

13 Gene konnten identifiziert werden, deren Transkription durch GInR reguliert wird und
welche ein temperaturabhangiges Transkriptionsprofil zeigten. Unter diesen Genen befinden
sich die Stickstoffgene gInRA, amtB-gInK und gdh, fir welche die temperaturabhangige GInR-
Regulation mittels qRT-PCR validiert wurde. Die Transkription von gInRA wurde sowohl bei
24 °C als auch bei 37 °C durch GInR negativ beeinflusst. Somit reprimiert GInR seine eigene
Transkription. Diese negative Autoregulation konnte bereits in anderen Bakterien wie
B. subtilis (BROWN and SONENSHEIN, 1996; SCHREIER et al., 1989), B. cereus (NAKANO and KIMURA,
1991), L. lactis (LARSEN et al., 2006), S. pneumoniae (KLOOSTERMAN et al., 2006) und
Streptococcus mutans (CASTELLEN et al., 2011) beobachtet werden. In L. monocytogenes ist
die Repressorwirkung von GInR auf die gIinRA-Transkription bei 37 °C starker als bei 24 °C,
was mit den bereits durchgefiihrten Microarray-Studien (ibereinstimmt, die eine hdhere
Transkription von g/nRA bei 24 °C zeigten (Kap. IV.2.1). Warum allerdings eine starkere
Repression durch GInR bei 37 °C stattfindet, obwohl bei dieser Temperatur deutlich weniger
gInR transkribiert wird als bei 24 °C, ist bis dato noch unklar. Eine mogliche Erklarung ware
eine Derepression der GInR-abhdngigen Repression der glnRA-Transkription trotz
Anwesenheit einer hdheren GInR-Konzentration bei 24 °C.

EMSA-Studien (electrophoretic mobility shift assays) konnten zeigen, dass es sich bei der
GlInR-abhangigen Transkription von gIlnRA um eine direkte Regulation handelt. GInR bindet
an die Promotorregion des Operons und reguliert damit seine Transkription (AUER, 2012;
SCHINDELE, 2012).

Weitere Stickstoffgene, die anhand der NGS-Daten als GInR-abhangig transkribiert
identifiziert wurden, sind amtB-g/nK. GInR wirkt auf die Transkription von amtB-gInK je nach
Temperatur reprimierend oder aktivierend. Bei 24 °C wird die Transkription positiv und bei
37 °C negativ beeinflusst, wodurch die starkere Transkription von amtB-gInK bei 24 °C als bei
37 °C (Kap. IV.2.1) erklart werden kann. Durch in silico Analysen konnten zwei GInR-
Bindemotive in der Promotorregion von amtB-ginK festgestellt werden (SCHINDELE, 2012).

Eines befindet sich upstream eines putativen -35 Elements (amtB_1), das andere
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downstream des Transkriptonsstartpunktes (amtB_2) (SCHINDELE, 2012). EMSA-Studien
bestatigten eine GInR-Bindung an den Promotor von amtB-ginK (AUER, 2012; SCHINDELE,
2012). Die GInR-abhédngige transkriptionelle Aktivierung von amtB-ginK kdnnte durch eine
Bindung von GInR an amtB_1 bei gleichzeitiger Nichtbesetzung von amtB_2 einhergehen.
Wie eine Differenzierung der beiden Bindemotive durch GInR stattfinden kdnnte, ist jedoch
noch unklar. Frihere Studien konnten eine Interaktion von GInR mit den beiden Proteinen
GInA oder GInK nachweisen, in deren Folge die DNA-Bindeaffinitdt von GInR beeinflusst
wurde (CASTELLEN et al., 2011; WRAY and FISHER, 2008). Eine mogliche Beteiligung von GInA
und/oder GInK an der Differenzierung von GInR zwischen den beiden Bindemotiven in der
amtB-gInK Promoterregion ware auch an dieser Stelle denkbar.

Neben der g/nRA- und amtB-ginK-Transkription wird zudem die Transkription des Gens gdh
durch GInR reguliert. Bei 24 °C wird die Transkription von gdh durch GInR reprimiert, was
eine geringere gdh-Transkriptmenge bei 24 °C im Vergleich zu 37 °C zur Folge hat (Kap.
IV.2.1). Die direkte Beteiligung von GInR an der Transkriptionsregulation von gdh konnte wie
bei gInRA und amtB-gInK durch EMSA-Studien nachgewiesen werden (AUER, 2012; SCHINDELE,
2012).

Somit kann aufgrund der hier durchgefiihrten Experimente sowie der EMSA-Studien (AUER,
2012; SCHINDELE, 2012) vermutet werden, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachtete
temperaturabhangige Transkription der Stickstoffgene g/inRA, amtB-ginK und gdh unter dem
direkten Einfluss des Transkriptionsregulators GInR steht. Die Aufklarung der metabolischen
Veranderungen, die dieser Regulation zu Grunde liegen, kann zum besseren Verstandnis der

Anpassung von L. monocytogenes an verschiedene 6kologsiche Nischen beitragen.
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Abkiirzungsverzeichnis

5-NTR 5’-nichttranslatierte Region

Abb. Abbildung

AG Arbeitsgruppe

ATCC American Type Culture Collection

B. cereus Bacillus cereus

B. subtilis Bacillus subtilis

BAM binare Darstellung einer SAM-Datei

BAM.BAI Indexform einer BAM-Datei

BamHl Typ-lI-Restriktionsenzym:; isoliert aus Bacillus
amyloliquefaciens

BHI Brain Heart Infusion

bzw. beziehungsweise

CaCl, Calciumchlorid

cDNA complementary (komplementare) DNA

Ct cycle threshold (Schwellenwert-Zyklus)

DEPC Diethylpyrocarbonat

dH,0 destilliertes Wasser

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure = DNS)

DTT Dithiothreitol

E Primereffizienz

E. coli Escherichia coli

EcoRl Nuklease; aus Escherichia coli Stamm R isoliert

EDTA Ethylendiamintetraacetat

Em10-Platten BHI-Agarplatten, die 10 pug/ml Erythromycin enthalten

Em" Erythromycin-resistent

etal. et alii (und andere)

EtOH Ethanol

FASTQ textbasiertes Dateiformat, in dem die
Nukleotidsequenzen mit ihren jeweiligen
Qualitatswerten enthalten sind

FASTQSANGER Sanger FASTQ-Format

Fe-S-Cluster Eisen-Schwefel-Cluster

FTP File Transfer Protocol (Dateniibertragungsverfahren)

GIn Glutamin

H,0 Wasser

Hb Hamoglobin

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinyl)-Ethansulfonsaure

Hn Hamin

HNO, Salpetrige Saure

Kap. Kapitel

L. lactis Lactococcus lactis

L. monocytogenes

Listeria monocytogenes

LB Luria Bertani

Lipid-00° Lipidperoxyl-Radikal

Lipid-OO-NO Lipidperoxynitrit

log, Logarithmus zur Basis 2

MetHb Methdamoglobin

MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO, Magnesiumsulfat

MMLV Moloney Murine Leukemia Virus (Moloney Maus-

Leukamievirus)
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mMRNA

N,O;
NADH
NADP
NaNO,
NaNO;
NCBI
NGS
NH4
NH,CI
NO

NO
NO*
NO®
NO,
NO,"
ODsno
ONOO
ori

P

PCR

Pfu
PRPP
qRT-PCR
REST
RNA
RNS

RPKM
rRNA

RT

RTL

S. aureus

S. epidermidis
S. pneumoniae
S. Typhimurium
SAM

SAP
SDS
SNP
SOC
SSC
Tab.
TAE-Puffer
Taq
Tris
UNK
uv
ZIEL

messenger ribonucleic acid (messenger
Ribonukleinsaure)

Distickstofftrioxid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Natriumnitrit

Natriumnitrat

National Center for Biotechnology Information
Next Generation Sequenzierung
Ammonium-lon

Ammoniumchlorid

Stickstoffmonoxid

Nitrosyl-Anion

Nitrosonium-Kation
Stickstoffmonoxid-Radikal

Nitrit-lon

Stickstoffdioxid

Optische Dichte bei 600 nm

Peroxynitrit

origin of replication (Replikationsursprung)
probability (Wahrscheinlichkeit)

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Pyrococcus furiosus
5-Phospho-a-D-Ribosyl-1-Pyrophosphat
guantitative Real-Time PCR

relative expression software tool

ribonucleic acid (Ribonukleinsdure = RNS)
reactive nitrogen species (reaktive Stickstoff-
Intermediate)

reads per kilobase per million mapped reads (Reads pro
Kilobase pro Millionen gemappten Reads)
ribosomal ribonucleic acid (ribosomale
Ribonukleins&ure)

Raumtemperatur

Relatives Transkriptionslevel

Staphylococcus aureus

Staphylcoccus epidermidis

Streptococcus pneumoniae

Salmonella enterica Servoar Typhimurium
tabulatorgetrennte Textdatei, die Sequenzalignments
enthalt

Shrimp Alkalische Phosphatase
Sodium-Dodecylsulfat

sodium nitroprusside (Natrium-Nitroprussid)
super optimal broth with catabolite repression
saline sodium citrat (Kochsalz-Natriumcitrat)
Tabelle

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Thermus aquaticus
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Ubernachtkultur
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Einheiten:

%

% (v/v)
% (w/v)
°C

uF
Hg

ul
uM
Bp
cm
Da

g

h

kb

kg
kv

I

M

m
mg
min
ml
mM
mm
ng
nm
nM
pmol

D<cevg
3

Vorsatzzeichen/Vorsatze:

T S 3 ~FE

Nukleobasen /Nukleotide:

A
AMP
C
dATP
dCTpP
dGTP
dNTP
dTTP
G

Prozent
Volumenprozent
Gewichtsprozent
Grad Celsius
Mikrofarad
Mikrogramm
Mikroliter
Mikromolar
Basenpaar
Zentimeter
Dalton (atomare Masseneinheit)
Gramm bzw. RZB (relative Zentrifugalbeschleunigung)
Stunde

Kilobase
Kilogramm
Kilovolt

Liter

Molar (mol/1)
Meter
Milligramm
Minute

Milliliter
Millimolar
Millimeter
Nanogramm
Nanometer
Nanomolar
Picomol

rounds per minute (Umdrehungen/Minute)
Sekunde

Unit (Einheit)
Volt

Ohm

mikro (10°°)
kilo (10%)
milli (107%)
nano (10"9)
pico (10"12)

Adenin

Adenosinmonophosphat
Cytosin
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Guanin
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GMP
IMP

UMP
uTpP

Symbole:

g v Ine >

Guanosinmonophosphat
Inosinmonophosphat
Thymin
Uridinmonophosphat
Uridintriphosphat

Delta

Durchmesser

kleiner gleich

groRer gleich

Zeichen fur ,unendlich”
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