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Zusammenfassung [l

Zusammenfassung

Das grampositive, humanpathogene Bakterium Listeria monocytogenes ist bekannt als
Verursacher der sogenannten Listeriose, einer Erkrankung, welche sich bei anfalligen Individuen
nach Aufnahme der Bakterien tber kontaminierte Nahrungsmittel entwickeln kann. Aufgrund
seiner Fahigkeit, extreme Bedingungen zu uberstehen, stellt L. monocytogenes ein grof3es
Problem fiir die Nahrungsmittelindustrie dar. Die Listeriose kommt im Vergleich zu anderen
Zoonosen zwar selten vor, steht jedoch aufgrund ihrer hohen Letalitatsrate trotzdem im Fokus
der Gesundheitsuberwachung. Listerien sind in der Lage, sich innerhalb von Wirtszellen zu
vermehren und sich auch zwischen den Zellen fortzubewegen. Des Weiteren kdnnen sie die Blut-
Hirn- sowie die Blut-Plazenta-Schranke Giberwinden, wodurch die Listeriose besonders geféhrlich
ist fir Schwangere, Foten und immunkomprimierte Personen. Die Pathogenitatsfaktoren waren
und sind zentraler Bestandteil vieler Forschungsarbeiten. Wenige Daten gibt es jedoch bisher
Uber den listeriellen Metabolismus, der an die wéhrend einer Infektion vorherrschenden
Bedingungen angepasst werden muss, und als sogenannter ,Pathometabolismus” eine enge
Wechselwirkung mit dem Wirt darstellt. In dieser Arbeit wurde der Stickstoff-(N)-Metabolismus
von L. monocytogenes in vitro (Teil 1) und in vivo mit Caenorhabditis elegans als Kolonisierungs-
modell (Teil 2) untersucht. Als zentrale Analytikmethode diente dabei das sogenannte
Isotopologue Profiling, das bereits erfolgreich in Studien zum Kohlenstoff-Metabolismus mit 13C
Anwendung fand.

Im ersten Teil der Arbeit wurde Isotopologue Profiling erstmalig fir die Untersuchung des N-
Stoffwechsels eines pathogenen Bakteriums etabliert. Beim Wachstum in einem definierten
Minimalmedium mit 15N-markierten Substanzen konnten so diejenigen Substrate ermittelt
werden, die L. monocytogenes fir den Anabolismus von Aminosauren (AS) und Proteinen
verwendet und damit der tatsédchliche Beitrag dieser Verbindungen zum N-Metabolismus
quantifiziert werden. Hierbei zeigte sich, dass Glutamin und Ammonium, die als wichtige N-
Quellen bei Bakterien bekannt sind, zwar einen GrofR3teil des zentralen Stickstoffs liefern, jedoch
auch weitere Verbindungen genutzt werden. So wurde belegt, dass auch die verzweigtkettigen
AS Valin, Leucin und Isoleucin und auBerdem Methionin N-Donoren darstellen.
Uberraschenderweise wurden Arginin, das als N-Quelle fiir Bacillus sp. bekannt ist, sowie Cystein
unter in vitro Bedingungen von Listerien nicht fir den AS-Aufbau eingesetzt, sondern direkt in
Proteine eingebaut. In dieser Studie konnte aul3erdem zum ersten Mal experimentell die Nutzung
von Ethanolamin und Glucosamin als N-Quellen ermittelt werden, die bisher nicht als solche
bekannt waren und aufgrund ihres reichhaltigen Vorkommens im Darm fur die listerielle
Replikation in vivo vermutlich eine Bedeutung haben. Glucosamin wurde von L. monocytogenes
auch gleichzeitig als Kohlenstoff-Quelle verwendet. Durch den Einsatz von Mutanten wurde die
Rolle der drei Gene des N-Metabolismus gInR, Imo0560 und nrgB naher beleuchtet. Gleichzeitig
wurden so die Mdglichkeiten demonstriert, mit Hilfe des Isotopologue Profiling potentielle
Angriffspunkte fur neue Antibiotika zu ermitteln.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Nematode C. elegans, der als Modellorganismus in vielen

Forschungsgebieten dient, als Kolonisierungsmodell fir L. monocytogenes etabliert. Im
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Gegensatz zu fruheren Studien anderer Arbeitsgruppen stellte sich heraus, dass
L. monocytogenes fir den Wurm nicht pathogen ist, sich jedoch in dessen Darm vermehrt.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein Versuchsaufbau entwickelt, um mit Hilfe von Isotopologue
Profiling Stoffflisse zwischen L. monocytogenes und C. elegans zu untersuchen. Diese Methode
wurde dabei zum ersten Mal zur Untersuchung von N-Flissen zwischen einem mehrzelligen
Organismus und einem kolonisierenden, humanpathogenen Bakterium eingesetzt. Bei der
Markierung des Wurmes mit 15N konnten auf3erdem die hohen, metabolischen Umsatzraten von
C. elegans demonstriert werden. Zur Isolation von L. monocytogenes nach der Proliferation im
Darm der Nematoden wurde ein Protokoll entwickelt, das unter anderem die immunomagnetische
Separation (IMS) beinhaltet. Bei der anschlielenden Untersuchung der bakteriellen Proteine
wurde der Einbau von Stickstoff aus den Nematoden in listerielle AS nachgewiesen. Ein Grol3teil
des N-Bedarfs von L. monocytogenes wurde jedoch durch den Darminhalt abgedeckt, wobei N-
haltige AS und Oligopeptide bevorzugt direkt in listerielle AS einbaut wurden, was die Bedeutung
von Transportern dieser Substrate fiur die bakterielle Replikation wahrend einer Infektion
unterstreicht. Mit Hilfe von Isotopologue Profiling konnte diese Arbeit zur weiteren Aufklarung des
N-Metabolismus von L. monocytogenes beitragen und bietet somit eine fundierte Grundlage fir
weiterfihrende Stoffwechselstudien von pathogenen, wie auch nicht-pathogenen Bakterien,

sowohl in vitro als auch in vivo.
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Abstract

The gram-positive human pathogen Listeria monocytogenes is the causative agent of the disease
listeriosis, an infection usually caused by the uptake of the bacteria via contaminated food. As a
result of its ability to survive extreme conditions, L. monocytogenes poses a serious threat to the
food industry. Compared with other zoonoses, cases of listeriosis are rare, but due to its high
lethality rate it is still of central interest for health surveillance. Listeriae are able to replicate
intracellularly and move between cells. Moreover, they are capable to cross the blood-brain and
the blood-placenta barrier, which is why listeriosis is especially dangerous for pregnant women,
foetuses and immunocompromised individuals. The virulence factors, that allow
L. monocytogenes to express pathogenicity, are addressed by many research projects. By
contrast, little data is available about the listerial metabolism, especially the nitrogen-
(N)-metabolism, which needs to be adjusted to the changing conditions of the host environment.
This close interaction between a pathogen and a host during infection is now described as
“pathometabolism”.

In this study, the N-metabolism of L. monocytogenes was investigated in vitro (part 1) and in vivo
in Caenorhabditis elegans as a colonisation model (part 2), using isotopologue profiling. In the
first part of this thesis, °N-isotopologue profiling was established. After growth in a defined
medium supplemented with >N-labeled substrates, those N-sources were determined, that are
used by L. monocytogenes for the anabolism of amino acids and proteins. Moreover, the
individual contributions of these substrates to the core N-metabolism were quantified. It could be
shown that glutamine and ammonium, which are known as important N-sources for bacteria,
provide the majority of the central nitrogen, but other sources are used simultaneously. The
branched-chain amino acids valine, leucine and isoleucine, and also methionine could be verified
as N-donors as well. Surprisingly arginine, that is a source of nitrogen for Bacillus sp., and
cysteine were not used for the de novo synthesis of amino acids under in vitro conditions, but
were directly incorporated into proteins. Ethanolamine and glucosamine were identified as further
N-sources, which are abundant in the intestine and could therefore be of major importance for the
listerial replication in vivo. Within the scope of this study, the use of these two substances as N-
sources of L. monocytogenes was experimentally demonstrated for the first time. Additionally,
glucosamine can be used to replace the carbon source. Perturbations of N-fluxes, caused by
gene deletions, provide data that contribute to a better understanding of the role of the three
genes of the N-metabolism gInR, Imo0560, and nrgB. These experiments also highlight the
potential of isotopologue profiling in order to find targets for novel therapeutic substances.
In the second part of this study the nematode C. elegans, which has been used as a model
organism in many research areas, was established as a colonisation model of L. monocytogenes.
In contrast to earlier findings it was shown, that L. monocytogenes replicates in the nematode’s
intestine and is not pathogenic to the worm. Based on this finding, an experimental setup was
developed to investigate metabolic fluxes between L. monocytogenes and C. elegans. Here, for
the first time isotopologue profiling was used to study N-fluxes between a multicellular organism

and a colonising, human-pathogenic bacterium. By labelling the worm with 15N, the high metabolic
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turnover rates of the nematode were demonstrated. For isolation of L. monocytogenes after
proliferation in the worm’s gut a method was established, which includes immunomagnetic
separation (IMS). Results obtained from isotopologue profiling analysis of bacterial proteins
revealed the incorporation of nematode-derived nitrogen into listerial amino acids, and hence for
the first time, provides evidence for a nutrient flux from a host to a colonising bacterium. However,
the majority of nitrogen that is required by L. monocytogenes was taken from the gut contents,
and N-containing amino acids and oligopeptides were preferentially directly incorporated into
amino acids. This points to an important role of transporters for these substrates for the listerial
replication during infection. Using isotopologue profiling, this study enhances our understanding
of the N-metabolism of L. monocytogenes, and is an important basis for future research for both

in vitro and in vivo approaches.
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Sgeteilte Erstautorenschaft

Zusammenfassung

Die Stickstoff-(N-)Quellen des grampositiven Pathogens Listeria monocytogenes und die
individuellen Beitrage dieser Substrate zur Gesamtversorgung des Bakteriums mit Stickstoff
sind noch weitgehend unbekannt. Zur Untersuchung des N-Metabolismus von
L. monocytogenes wurde daher die Methode N-Isotopologue Profiling etabliert. Die
Bakterien wurden in einem mit potentiellen, >N-markierten N-Quellen angereicherten,
definierten Minimalmedium angezogen, und anschlieBend geerntet. Die Aminosauren
wurden durch saure Hydrolyse gewonnen und mit GC-MS analysiert, wobei die 1°N-
Anreicherung und die Isotopenzusammensetzung bestimmt wurden. Die unterschiedlichen
15N-Profile spiegelten die gleichzeitige Nutzung von Ammonium, Glutamin, Methionin und, zu
einem geringeren Anteil, der verzweigtkettigen Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin zu
anabolen Zwecken wider. Im Gegensatz dazu wurden Arginin, Histidin und Cystein direkt in
bakterielle Proteine eingebaut. L. monocytogenes kann die Aminosdure Glutamin als
Aminodonor fur den zentralen N-Metabolismus au3erdem auch mit den zahlreich im Darm
vorhandenen Verbindungen Ethanolamin und Glucosamin ersetzen. Unterbrechungen der N-
Flisse durch Gendeletionen zeigen die Beteiligung der Ethanolamin-Ammonium-Lyase und
suggerieren fur den listeriellen Regulator GInK eine im Vergleich zu GInK von Escherichia
coli unterschiedliche Rolle. Der Metabolismus von N-haltigen Nahrstoffen zeigt die hohe
Flexibilitdt des pathogenen Bakteriums L. monocytogenes bei der Ausbeute von N-Quellen,

die auch bei der Proliferation wahrend einer Infektion von Bedeutung sein kénnten.

Beitrage

Die Entwicklung der biologischen Versuchsaufbauten sowie deren Durchfiihrung erfolgten
durch Tanja Kern. Die Entwicklung der Messmethodik, die biochemische Probenaufbereitung
und die GC-MS-Messungen fur das Isotopologue Profiling Ubernahm Erika Kutzner. Die
Abbildungen und Tabellen wurden von Erika Kutzner erstellt, bis auf Abbildung 5A und

Tabelle S1, welche von Tanja Kern erstellt wurden.
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Zusammenfassung

Listeria monocytogenes ist ein grampositives, fakultativ intrazellulares Bakterium. Aufgrund
des saprophytischen Lebensstils wird angenommen, dass L. monocytogenes
Bodenorganismen wie Caenorhabditis elegans infiziert und sich in diesen vermehrt. Uber die
Substratnutzung und Metabolit-Fliisse wahrend dieser Interaktion zwischen Bakterium und
Nematode ist hingegen wenig bekannt. Daher wurden hier ein Kolonisierungsmodell fur
L. monocytogenes und eine Methode fiir die effiziente Isolierung und Aufreinigung des
Pathogens aus dem Darm der Nematoden entwickelt. Nach vollstandiger Markierung von
C. elegans mit >N konnten bei der Analyse der Isotopologen nach Messung mit GC-MS hohe
metabolische Umsatzraten der Nematoden detektiert werden. Des Weiteren konnte ein
signifikanter N-Fluss aus den Nematoden in listerielle Proteine wéhrend der bakteriellen
Proliferation beobachtet werden. Zum Vergleich wurde auRerdem der N-Fluss zwischen dem
Darminhalt der Nematoden und L. monocytogenes gemessen, indem C. elegans mit 15N-
markierten Escherichia coli OP50 gefittert wurden. In beiden Versuchsaufbauten zog
L. monocytogenes den direkten Einbau von Histidin, Arginin und Lysin der de novo-
Biosynthese vor. Unsere Daten suggerieren, dass die Kolonisierung von C. elegans fur
L. monocytogenes eine Strategie darstellt, um sich den Zugang zu Nahrstoffen wie Stickstoff

zu erleichtern.

Beitrage

Die Entwicklung der Experimente mit C. elegans und deren Durchflhrung erfolgte durch
Tanja Kern. Erika Kutzner fiihrte die biochemische Probenaufbereitung sowie die GC-MS

Messungen fiir das Isotopologue Profiling durch.

3. Fuchs Thilo M., Eisenreich Wolfgang, Kern Tanja, Dandekar Thomas (2012). Toward a
systemic understanding of Listeria monocytogenes metabolism during infection. Frontiers in
Microbiology. 3: 23. doi: 10.3389/fmicb.2012.00023

Zusammenfassung

Listeria monocytogenes ist ein durch Lebensmittel Ubertragbares, humanpathogenes
Bakterium, das bei anfélligen Menschen und Tieren eine invasive Infektion hervorrufen kann.
Fur die Proliferation in einem Wirt bedient sich dieses fakultativ intrazelluldre Bakterium an
spezifischen metabolischen Stoffwechselwegen, Transportern und enzymatischen
Funktionen, deren Expression die koordinierte Aktivitat eines komplexen, regulatorischen
Netzwerks bendtigt. Der hoch adaptierte Metabolismus von L. monocytogenes hangt stark

von der Nahrstoffzusammensetzung der verschiedenen Umgebungen ab, auf die es wahrend
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einer Infektion trifft. Durch Transkriptom- und Proteom-Analysen kann die raumlich und
zeitlich dynamische Genexpression wahrend der Replikation dieses Pathogens in kultivierten
Zellen oder in vivo aufgedeckt werden. Metabolische Anhaltspunkte sind die Nutzung von
ungewohnlichen Cz- und Csz-Korpern, der Metabolismus von Pyruvat, der Zugang zu Thiamin,
die Aufnahme von Peptiden, die Beschaffung oder de novo-Biosynthese bestimmter
Aminosauren und der Abbau von Glucosephosphat tiber den Pentosephosphatweg. Diese
Beispiele illustrieren die Beeinflussung des Energie-, Kohlenstoff- und Stickstoff-
metabolismus durch in vivo Bedingungen, was wiederum das listerielle Wachstum
beeintrachtigt. Die Nutzung, Analyse und Modellierung vorhandener Datensétze diente als
erster Versuch, den listeriellen Metabolismus wéahrend einer Infektion auf systemischer
Ebene verstehen zu kénnen. L. monocytogenes kénnte somit als Modellorganismus fur die
Systembiologie von grampositiven, fakultativ intrazellularen Bakterien dienen. Die Publikation
beschéaftigt sich mit den bisher bekannten, metabolischen Pathogenitatsfaktoren von
L. monocytogenes, die wahrend einer Infektion von Bedeutung sind, und stellt die Methode
des Isotopologue Profiling und die damit einhergehenden Mdglichkeiten fiir zukinftige

Forschungsarbeiten vor.

Beitrage

Die Literaturrecherchen und das Verfassen des Manuskripts erfolgten durch Thilo M. Fuchs,
Wolfgang Eisenreich, Tanja Kern und Thomas Dandekar. Die Abbildung wurde von Tanja

Kern und Thilo M. Fuchs erstellt.
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4. Eisenreich Wolfgang, Kutzner Erika, Kern Tanja, Fuchs Thilo M. (2016). Bakterieller
Stoffwechsel als Pathogenitatsfaktor. Ein neuer Ansatz in der Infektionsbiologie.
Naturwissenschaftliche Rundschau. 69(4): 174-180.

Zusammenfassung

Die bakterielle Pathogenitatsforschung beschaftigte sich lange Zeit iberwiegend mit klassischen
Virulenzfaktoren wie Adhasinen oder Toxinen. In den letzten Jahren riickte jedoch ein neues
Thema in den Vordergrund, ndmlich die besondere Rolle des bakteriellen Stoffwechsels, dessen
Anpassung an die sich &ndernden Umgebungsbedingungen fiir eine erfolgreiche Infektion
essentiell ist. Die physiologische Grundlagenforschung, die ihre gréRten Erfolge bereits in der
ersten Halfte des letzten Jahrhunderts feierte, erlebt neuerdings in der Synthese mit der
modernen Virulenzforschung eine aufsehenerregende Renaissance. Durch die Anwendung der
heutzutage verfligbaren hochsensitiven Methoden der Bioanalytik und Molekularbiologie wurde
deutlich, dass sich der zentrale Stoffwechsel von Pathogenen nicht selten von den klassischen
Wegen unterscheidet und dartber hinaus eine grof3e Dynamik hinsichtlich der Anpassung an die

jeweiligen Wirtsorganismen aufweist. Im Bereich der modernen Infektionsbiologie stehen daher
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mehr und mehr die folgenden Fragestellungen im Mittelpunkt: Wie ernahren und vermehren sich
bakterielle Krankheitserreger im befallenen Wirtsorganismus und welche Stoffwechselschritte
sind dabei aktiv? Wie reagiert der Stoffwechsel betroffener Wirtszellen auf eine Infektion? Wird
er dabei sogar fur die Zwecke der Pathogene manipuliert? Gibt es unter Infektionsbedingungen
fir das Wachstum der Eindringlinge essentielle und spezifische Stoffwechselreaktionen, die
durch neuartige, maRgeschneiderte Antibiotika unterbrochen werden kdnnen? Der
Ubersichtsartikel nennt einige Beispiele fiir Stoffwechsel-Anpassungen pathogener Bakterien,
stellt die Methode des Isotopologue Profiling vor, die bereits erfolgreich in Metabolismus-Studien
eingesetzt wurde, und hebt die Bedeutung dieser Untersuchungen fir aktuelle

Pathogenitatsstudien hervor.

Beitrage

Das Verfassen des Manuskripts erfolgte durch Wolfgang Eisenreich, Erika Kutzner, Tanja Kern

und Thilo M. Fuchs. Die Abbildungen wurden von Erika Kutzner und Thilo M. Fuchs erstellt.
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1. Einleitung

1.1 Listeria monocytogenes

1.1.1  Entdeckung und Charakterisierung

Das grampositive Bakterium Listeria monocytogenes ist bekannt als Verursacher der
sogenannten Listeriose. Listerien sind 1-3 um grolRe, peritrich begeil3elte, stdbchenférmige
Bakterien, die keine Sporen bilden (Abbildung 1). Sie werden zum Phylum der Firmicutes gezahilt,
sind fakultativ anaerob und ihre DNS weist einen geringen GC-Gehalt von durchschnittlich 39 %
auf (Glaser et al., 2001). Als ubiquitéare Bakterien kommen Listerien sowohl im Wasser als auch
in der Erde vor (Weis und Seeliger, 1975; Farber und Peterkin, 1991; Moshtaghi et al., 2003;
Schuchat et al., 1991) und werden folglich auch oft auf Produkten aus der Landwirtschaft
gefunden (Soni et al., 2014). Auch aus dem Gastrointestinaltrakt verschiedener Tiere und dem
Menschen konnten Listerien bereits isoliert werden (Weis und Seeliger, 1975; Farber und
Peterkin, 1991).

Listeria wurde erstmals 1926 von Murray, Webb und Swann beschrieben, die dieses Bakterium
nach einem epizoonotischen Ausbruch aus Tieren isolierten. Sie nannten es Bacterium
monocytogenes (Murray et al., 1926), da eine Infektion bei diesen Tieren durch eine sogenannte
Monozytose charakterisiert war, einen Anstieg der im Blut zirkulierenden Monozyten. Eben jenes
Bakterium wurde 1927, nur ein Jahr spater, in Stidafrika von einem Wissenschaftler namens Pirie
entdeckt. Er schlug fur diese neue Gattung den Namen Listerella vor, im Gedenken an Lord Lister,
einem zur Zeit der Jahrhundertwende beriihmtem Chirurg und Pionier auf dem Gebiet der
Bakteriologie. Der endgultige und offizielle Name Listeria monocytogenes wurde im Jahre 1940
vergeben, ebenfalls von Pirie, und anschlieRend in die sechste Version des “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” Ubernommen (Pirie, 1927; Gray und Killinger, 1966; Mateus et al.,
2013).
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Abbildung 1: Bakterien der Gattung Listeria monocytogenes im Hellfeld-Mikroskop.
Die stédbchenférmigen Bakterien besitzen peritriche Geif3eln und bilden keine Sporen.
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Die Gattung Listeria umfasst derzeit die folgenden Spezies: L. monocytogenes, L. innocua,
L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. grayi (Rocourt und Buchrieser, 2007), L. marthii (Graves
et al.,, 2010), L.rocourtiae (Leclercq et al., 2010) und die neu entdeckte Spezies
L. weihenstephanensis (Lang Halter et al., 2013). In den letzten Jahren wurden aul3erdem acht
weitere Spezies identifiziert, ndmlich L. fleischmannii sp. nov. (Bertsch et al., 2013), L. floridensis
sp. hov., L. aquatica sp. nov., L. cornellensis sp. nov., L. riparia sp. nov., L. grandensis sp. nov.
(den Bakker et al., 2014) und au3erdem L. booriae sp. nov. und L. newyorkensis sp. nov. (Weller
et al., 2015), sodass derzeit insgesamt 15 verschiedene Spezies bekannt sind. Zu den bisher
bekannten Pathogenen zahlen lediglich L. monocytogenes, welches Menschen und Tiere
infizieren kann, sowie L. ivanovii, das Wiederk&auer beféllt. Einzelne Falle von durch L. ivanovii
verursachter, humaner Gastroenteritis und Bakteriamie sind bekannt, jedoch wird L. ivanovii im
Vergleich zu L. monocytogenes als weniger virulent angesehen (Snapir et al., 2006; Guillet et al.,
2010).

Die Suche nach Verwandtschaften zwischen genetischen Linien, Ribo- und Serotypen ist ein
wichtiges Untersuchungsinstrument bei Ausbriichen mit L. monocytogenes (Nadon et al., 2001).
Durch Stammtypisierungen lassen sich oft Zusammenhange zwischen verschiedenen Fallen
finden, was wiederum erméglicht, potentielle Ursachenherde zu finden und Risiken fir bestimmte
Listeria-Isolate einzuschétzen. Listerien konnen, basierend auf den Unterschieden der
somatischen (O) Antigene und den Antigenen auf ihren Flagellen (H), in verschiedene Serotypen
unterteilt werden (Seeliger und Hohne, 1979). Obwohl 12 Serotypen unterschieden werden,
konnten in den meisten Fallen nur drei davon, ndmlich 1/2a, 1/2b und 4b mit Krankheiten beim
Menschen assoziiert werden (Liu, 2006; Barbuddhe et al., 2008). Die vollstandige Sequenzierung
des Genoms von L. monocytogenes ermdglichte weitere Einblicke in die Pathogenitéat dieses
Bakteriums. Durch den Vergleich mit der nicht-pathogenen Spezies L. innocua konnten 270
(L. monocytogenes) sowie 149 (L. innocua) stammspezifische Gene gefunden werden. Im Fall
von L. monocytogenes handelt es sich hierbei um viele Faktoren, von denen bereits bekannt ist,
dass sie eine Rolle bei der Virulenz spielen, namlich die fur den Eintritt in die Wirtszellen
notwendigen Internaline, LLO und PIcA, welche fur die Flucht aus der Vakuole wichtig sind, oder
ActA und PIcB, die L. monocytogenes eine auf Aktin-Polymerisierung basierende, intrazellulare

Fortbewegung ermdglichen (Glaser et al., 2001).

Listerien besitzen peritriche Flagellen, die hauptséchlich zwischen 20 °C und 25 °C exprimiert
werden. Bei hoheren Temperaturen (37 °C) konnten nur mehr wenige flagellare Proteine auf der
Oberflache der Bakterien gefunden werden (Peel et al., 1988). Zwischen 30 °C und 37 °C zeigt
L. monocytogenes bei neutralem pH-Wert ein normales Wachstum (Petran und Zottola, 1989).
Das Bakterium Uberlebt eine breite Temperaturspanne von 0 °C bis 45 °C, pH-Werte zwischen
4.0 und 9.6 und Salzkonzentrationen (Natriumchlorid) von Uber 10 % (Glaser et al., 2001;
Hudson, 1992; Yousef und Lado, 2007; Petran und Zottola, 1989; Shabala et al., 2008). Die
Tatsache, dass Listerien extreme Bedingungen Uberstehen und demzufolge auch konventionelle
Methoden der Lebensmittelkonservierung uberleben, stellt ein grof3es Problem fur die

Nahrungsmittelindustrie dar. Obwohl diese Bakterien durch Pasteurisierung und verschiedene
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Methoden des Kochens abgetdtet werden kdnnen, ist eine Kontamination nach der Produktion
aufgrund ihres ubiquitdren Vorkommens nicht ungewdéhnlich. Man findet sie deshalb auch oft auf
Rohkost und Fertigmahlzeiten wie Obst und Gemiise, Milchprodukten, Fleisch, Meeresfriichten
oder Geflugel (Meloni et al., 2009; Jamali et al., 2013), da all diese Nahrungsmittel das Wachstum
der Bakterien unterstiitzen. Dies unterstreicht zum einen die Notwendigkeit von umfassenden
Aufklarungs- und HygienemaRnahmen in der Nahrungsmittelindustrie, um das Bewusstsein flr
dieses Gesundheitsrisiko zu starken, und zum anderen den Bedarf an neuen und schnelleren
Diagnostikmethoden, um potentielle Kontaminationen rechtzeitig erkennen und darauf reagieren

zu koénnen.

1.1.2 Listeriose — Ausbriiche und Krankheitsverlauf

Humane Listeriose wird normalerweise durch die Aufnahme kontaminierter Nahrung wie rohen
Fleisch- und Wurstwaren, Milchprodukten wie Kése, Eiern, Meeresfrichten und auch Gemise
verursacht. Die Infektionsdosis ist unbekannt, da sie sowohl vom Stamm abhéngig ist, als auch
vom Immunstatus der betroffenen Person. Die meisten Féalle tauchen sporadisch auf und kénnen
oft auf den Verzehr kontaminierter Lebensmittel zurtckgefihrt werden, was die Annahme
unterstreicht, dass die naturliche Infektionsroute lber den Gastrointestinaltrakt lauft. Trotzdem
gab es aber auch bereits Ausbruchsfélle, bei denen sich keine Verbindung mit Lebensmitteln
knupfen lie3, sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sporadische Falle von
Listeriose gibt, die nicht durch die Nahrungsaufnahme verursacht wurden (Farber und Peterkin,
1991).

Die klassische Diagnostikmethode bei der Listeriose ist die Isolation und Kultivierung der
Bakterien aus normalerweise sterilen Korperflissigkeiten, wie beispielsweise Blut oder
Ruckenmarksflussigkeit. Eine Kultivierung aus dem Stuhl der Patienten ist fur eine Diagnose
ungeeignet, da gesunde Personen oft asymptomatische Trager von L. monocytogenes sein
kénnen. In einer Studie zu diesem Thema konnte bei gesunden Erwachsenen durchschnittlich
zweimal pro Jahr L. monocytogenes im Stuhl nachgewiesen werden (Grif et al., 2003). Die
meisten Lander innerhalb der Européischen Union (EU) haben eine jahrliche Inzidenz von 2—-10
gemeldeten Fallen pro einer Million Einwohnern pro Jahr (de Valk et al., 2005). 2015 wurden dem
Robert-Koch-Institut in Deutschland 662 Félle von humaner Listeriose gemeldet (Robert Koch
Institut, 2016). Abbildung 2 zeigt die Bekanntmachungsraten von Zoonosen, also zwischen
Mensch und Tier Ubertragbaren Krankheiten, in bestatigten Fallen in der EU aus einer
Uberwachung der Europaischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) im Jahr 2013,
welche in 32 europaischen Landern durchgefiihrt wurde. Campylobakteriose ist dabei die am
haufigsten gemeldete gastrointestinale Krankheit in der EU, gefolgt von der Salmonellose, wobei
der Schweregrad beider Erkrankungen mit 0,05 % bzw. 0,14 % in Bezug auf die Letalitatsrate
gering ist (EFSA und ECDC, 2015). Bestatigte Falle von Listeriose sind hingegen in ihrer

Haufigkeit gering, jedoch steht diese Erkrankung trotzdem im  Fokus der
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Gesundheitsiiberwachung, da sie eine der héchsten Sterberaten unter allen von Lebensmitteln

verursachten Infektionen aufweist, welche bei dieser Uberwachungsstudie bei 15,6 % lag.

Tollwut 1
Trichinellose | 217
West-Nil-Fieber | 250
Tulardmie | 279
Brucellose | 357
Q-Fieber | 648
Echinococcose | 794
Listeriose 1 1.763
VTEC Infektionen Bl 6.043
Yersiniose Wl 6.471
Salmonellose NI 52.694
Campylobakteriose | 214.7T79
0 50000 100000 150000 200000

Anzahl der bestitigten Fille beim Menschen

Abbildung 2: Gemeldete und bestatigte Falle von Zoonosen beim Menschen in der EU im Jahr 2013.
Die Campylobakteriose stellt dabei die am haufigsten gemeldete zoonotische Erkrankung dar, gefolgt von
der Salmonellose. Félle von Listeriose sind im Vergleich dazu selten (EFSA und ECDC, 2015).

Nach wie vor gibt es keine Impfung gegen die Listeriose. In den Vereinigten Staaten von Amerika
(USA) stehen Listerien als Todesursache unter den mit Lebensmitteln Gbertragenen Pathogenen
an dritter Stelle (Scallan et al.,, 2011). AuBerdem ist die Diagnose aufgrund der langen
Inkubationsperiode und der unspezifischen Symptome sehr schwierig (Mateus et al., 2013), was
somit die Suche nach Zusammenhéngen zur Verhinderung weiterer Infektionen erschwert. Einer
der grofiten Listeriose-Ausbriiche der letzten Jahre und aul3erdem in der Geschichte der USA in
den letzten 90 Jahren ereignete sich im Jahr 2011 und resultierte in 147 Krankheitsfallen, 33
Toten und einer Fehlgeburt bei Einwohnern von 28 Staaten. Der Ausbruch konnte auf den
Verzehr von Cantaloupe-Melonen einer bestimmten Farm in Colorado zurlickgefuhrt werden
(CDC, 2011). Andere Falle von Ausbrichen in den letzten Jahren waren meistens mit
kontaminierten, rohen Fleisch- oder Wurstwaren assoziiert (Winter et al., 2009; Gilmour et al.,
2010; Héachler et al., 2013) oder durch belasteten Kése verursacht worden (Koch et al., 2010;
Choi et al., 2014; Schoder et al., 2014; Swaminathan und Gerner-Smidt, 2007). Zur Erhéhung
der Sicherheit von Lebensmitteln stellen Bakteriophagen eine vielversprechende Alternative zu
Konservierungsstoffen dar. Phagen wurden bereits erfolgreich zum Schutz von Nahrungsmitteln
vor einer listeriellen Besiedelung verwendet (Hagens und Loessner, 2014). So konnte
beispielsweise die Applikation des Bakteriophagen LISTEX P100 auf rohem Lachsfilet die
bakterielle Menge von L. monocytogenes signifikant reduzieren und auRerdem auch deren
Wachstum verhindern (Soni, 2010). Auch auf Edelstahl-Oberflachen konnte eine Reduktion der
kolonieformenden Einheiten (CFU) erreicht werden (Soni und Nannapaneni, 2010). Bei
immobilisierten Phagen auf Cellulose-Membranen konnte auRerdem gezeigt werden, dass diese

Listerien binden wund lysieren koénnen, was fir die Entwicklung antibakterieller
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Verpackungsmaterialien von Interesse sein kénnte (Anany et al., 2011). Neben diesem Einsatz
in der Lebensmittelindustrie wurden Phagen ebenfalls mit Erfolg zur Bek&dmpfung bakterieller
Infektionen eingesetzt. Bei L. monocytogenes ist dies jedoch aufgrund des intrazellularen
Wachstums der Bakterien nicht maoglich, was die Verwendung von Phagen auf den

Herstellungsprozess von Lebensmitteln beschrankt (Hagens und Loessner, 2014).

Eine Listerien-Infektion in gesunden Erwachsenen kann asymptomatisch bleiben oder zu einer
nicht-invasiven, selbstlimitierenden, gastrointestinalen Erkrankung fihren (Ooi und Lorber, 2005).
Bei anfalligen Menschen kénnen schwerwiegenden Infektionen auftreten. Die invasive Form der
Listeriose kann zu Schwangerschaftsabbriichen, Frih- und Totgeburten fihren. Bei
Neugeborenen kann eine Sepsis und eine Hirnhautentziindung verursacht werden, was meist
todlich verlauft. Bei immunsupprimierten Personen koénnen Meningitis, Enzephalitis,
Meningoenzephalitis und Sepsis auftreten (Schuchat et al., 1991; Bell und Kyriakides, 2005;
Abram et al., 2003). Die nicht-invasive Form fihrt zu unspezifischen, erkaltungsahnlichen
Symptomen wie Fieber, Kopfschmerzen und Durchfall (Vazquez-Boland et al., 2001). Zur
Behandlung werden Antibiotika eingesetzt, bevorzugt B-Lactam-Antibiotika, oder eine
Kombination mit Aminoglykosiden, welche fiir einen Zeitraum von mindestens zwei Wochen

eingenommen werden mussen (Hernandez-Milian und Payeras-Cifre, 2014).

1.1.3 Infektionszyklus von L. monocytogenes

Der Infektionszyklus von Listeria beginnt nach dem Verzehr von kontaminierter Nahrung
(Abbildung 3). Die Listerien wandern durch den Verdauungstrakt in Richtung Darm, wobei sie das
saure Milieu des Magens Uberstehen muissen. Die Adhasion an und Invasion in Epithelzellen
stellt einen aktiven Prozess dar, welcher durch die Internaline A und B (InlA und InIB) vermittelt
wird. Diese beiden Faktoren sind sowohl notwendig als auch ausreichend fir einen bakteriellen
Eintritt in nicht-professionelle, phagozytierende Zellen wie Epithelzellen, Enterozyten,
Fibroblasten und Hepatozyten sowie Makrophagen und dendritische Zellen (Kuhn und Goebel,
1997; Hamon et al., 2006; Gaillard et al., 1991; Dramsi und Cossart, 1998). Der spezifische
Rezeptor fur InlA, das Ca?*-abhéngige Transmembranprotein E-Cadherin, befindet sich auf der
Oberflache eukaryotischer Zellen (Mengaud et al., 1996; Dussurget et al., 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass InlA-vermittelte Zelladh&sion von Listerien einen wirtsspezifischen Prozess
darstellt, der beim Menschen, bei Hunden, Hasen, Meerschweinchen und Wistenrennméusen
erfolgreich ist. Lediglich eine einzelne Aminoséure (AS) im E-Cadherin von M&usen ist daflr
verantwortlich, dass Listerien nicht in Mauszellen eindringen kénnen (Lecuit et al., 1999). Mause
sind allerdings fir Studien der Wirt-Pathogen-Interaktion wichtig, weswegen transgene Stamme
gezuchtet wurden, die humanes E-Cadherin exprimieren und dadurch fir Pathogenitatsstudien
mit L. monocytogenes verwendet werden kdnnen (Lecuit et al., 2001). InIB interagiert mit Met,
dem Rezeptor flr Hepatozyten-Wachstumsfaktoren, welcher auf der Oberflache von Wirtszellen
exprimiert wird. Diese Bindung ermdglicht L. monocytogenes, in die Zelle einzudringen (Shen et

al., 2000). Durch die Adhasion der Listerien werden Signalwege aktiviert, die zur Veranderung
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des Cytoskeletts und zum Eintritt der Listerien tGber einen sogenannten “Zipper’-Mechanismus
fuhren. Die Bakterien werden daraufhin in einer Vakuole, dem Phagosom, internalisiert. Durch
die Sekretion zweier Phospholipasen, PIcA und PlcB und dem porenbildenden Toxin Listeriolysin
O wird die Vakuolenmembran zerstért, was eine listerielle Vermehrung im Cytoplasma der
Wirtszellen ermaoglicht. Listerien kdnnen sich auch mit Hilfe des auf der bakteriellen Oberflache
befindlichen Proteins ActA durch Aktin-Polymerisierung von Zelle zu Zelle bewegen. Der Kontakt
zum extrazellularen Milieu wird auf diese Weise minimiert und ein Zusammentreffen mit
zirkulierenden Antikdrpern oder anderen Zellen des Immunsystems vermieden. Dies kénnte eine
Erklarung dafir sein, dass Antikdrper bei der Immunitét gegen Listerien keine grof3e Rolle spielen
(Portnoy, 1992; Hamon et al., 2006). Andere intrazellulare Bakterien wie Mycobacterium sp.,
Rickettsia sp., Shigella sp. and Burkholderia sp. sind ebenfalls in der Lage, Vesikel zu lysieren,
um damit ins Cytosol zu gelangen, und sich von dort aus Gber Polymerisierung des Wirtszell-

Cytoskeletts innerhalb und zwischen Zellen fortzubewegen (Stevens et al., 2006).

Mit L. monocytogenes
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Abbildung 3: Infektionszyklus von L. monocytogenes.

Die Bakterien gelangen tber kontaminierte Nahrungsmittel in den Intestinaltrakt und dringen von dort mit
Hilfe von Internalinen in Epithelzellen ein. Uber die Blut- oder Lymphfliissigkeit gelangen sie zu den
Lymphknoten und Organen wie Leber und Milz. Listerien sind auRerdem in der Lage, die Blut-Hirn- sowie
die Blut-Plazenta-Schranke zu Giberwinden (modifiziert nach Cossart und Toledo-Arana, 2008).

Nach Invasion in die Epithelzellen des Darms vermehren sich Listerien bevorzugt in den Peyer-
Plaques. Dort wird hly, welches das porenformende Cytolysin Listeriolysin codiert, als essentieller
Virulenzfaktor bendtigt (Vazquez-Boland et al., 2001). Nachdem die Darmbarriere Giberwunden
wurde, verteilen sie sich in der Blut- oder Lymphbahn und gelangen so zu Organen wie den
Mesenteriallymphknoten, der Leber oder Niere (Marco et al., 1992; Pron et al., 1998). Bakterien
im Blut oder der Leber werden, nach dortiger Anreicherung und Replikation in Hepatozyten,
normalerweise von Makrophagen aus Niere und Leber sehr schnell entfernt. Spezialisierte
Makrophagen, die sogenannten “Kupffer’-Zellen, spielen eine wichtige Rolle in der Bekampfung
der Listerien und der Induktion von antigenabhéangiger Proliferation der T-Lymphozyten sowie

Cytokinsekretion zum Aufbau einer antilisteriellen Immunitat. Neutrophile Granulozyten sind
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ebenfalls wichtig, um eine Listerien-Infektion unter Kontrolle zu halten und letztendlich zu
eliminieren (Vazquez-Boland et al., 2001). Bei immunkompetenten Menschen kann eine
bakterielle Infektion durch diese Immunfunktionen beseitigt werden. Dies misste haufig der Fall
sein, betrachtet man die hohe Frequenz, mit der man diesem ubiquitdren Bakterium ausgesetzt
ist und die Tatsache, dass bei gesunden Personen oft anti-Listerien T-Lymphozyten gefunden
werden (Munk und Kaufmann, 1988; Zlei et al., 2003). Falls die Listerien aufgrund von Defiziten
der Immunabwehr nicht eliminiert werden, kénnen sie ernsthafte Komplikationen verursachen (s.
Abschnitt 1.1.2, S. 16) und letztendlich zum Tod des Patienten fuhren.

1.2  Metabolismus von L. monocytogenes

1.2.1 Pathometabolismus - Metabolismus triff Virulenz

Der Wechsel des Umfeldes aus der Umwelt in einen Wirt erfordert viele Anpassungsprozesse
und prazise, regulatorische Mechanismen, die Listeria eine erfolgreiche Invasion und Replikation
in Wirtszellen ermdglichen. Diese Umstellungen umfassen beispielsweise den Verlust der
Flagellen und das Umschalten auf die Aktin-basierte Fortbewegung zwischen Zellen sowie die
Manipulation des Wirts, um dessen Immunsystem zu entgehen. Die meisten der Gene, die bei
L. monocytogenes nach dem Wirtseintritt exprimiert werden, unterliegen der Kontrolle des
zentralen Virulenzregulators PrfA (Kreft und Vazquez-Boland, 2001; Bruno und Freitag, 2010).
Auch der alternative Sigmafaktor o®, ein weiterer Schliisselregulator, ist fir die Virulenz, fiir die
Anpassung an die sich &ndernden Umweltbedingungen und fir die Stressantwort wichtig (Abram
et al., 2008). Von besonderer Bedeutung ist jedoch vor allem die Anpassung an die sich
andernden Nahrstoffbedingungen beim Wechsel in eine neue Umgebung, da diese im Darm,
innerhalb von Wirtszellen und in Kdrperflissigkeiten, wie Blut oder Lymphe, véllig unterschiedlich
sind. Ein funktionierender Metabolismus ist dabei eine Vorraussetzung fir die Expression der
Virulenz pathogener Bakterien. Die metabolisch generierte Energie und neu synthetisierte
Stoffwechselprodukte werden fiir die Kolonisierung des Darmepithels, die Proliferation im Darm,
zur Produktion von Virulenzfaktoren, zum Umgehen der Immunabwehr des Wirts und letztendlich

zur weiteren Verbreitung der Bakterien in der Umwelt benétigt (Staib und Fuchs, 2014).

In der Pathogenitatsforschung fand der Metabolismus bisher wenig Beachtung, da sich das
Interesse in diesem Feld hauptséchlich auf klassische Virulenzfaktoren wie die oben genannten
beschrankte. Dies anderte sich jedoch in den letzten Jahren durch neue Forschungsergebnisse,
nicht zuletzt aus dem von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstitzten
Schwerpunktprogramm  SPP1316  (Wirtsadaptierter  Metabolismus von  bakteriellen
Infektionserregern), unter welchem auch die vorliegende Forschungsarbeit aufgehéangt ist. In
vielen dieser Studien konnte gezeigt werden, dass es regulatorische Verbindungen zwischen
dem Stoffwechsel und der Auspragung der bakteriellen Virulenz gibt, und der bakterielle
Metabolismus, bzw. die Fahigkeit von Bakterien zur Anpassung an bestimmte Nahrstoffnischen,

fur eine erfolgreiche Infektion essentiell ist (Eisenreich et al., 2010; Fuchs et al., 2012a; Fuchs et
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al., 2012b; Abu Kwaik und Bumann, 2015; Eisenreich et al., 2016). Dies betrifft nicht nur den
bakteriellen Stoffwechsel, sondern auch die durch eine Infektion induzierten metabolischen
Veranderungen in der Wirtszelle. Diese enge Wechselwirkung der beiden Interaktionspartner und
die damit einhergehenden, vielfaltigen Abhangigkeiten werden inzwischen als
~Pathometabolismus" bezeichnet (Abbildung 4). Dessen Untersuchung ist zum einen notwendig,
um bakterielle Infektionen, die von intrazellularen Pathogenen verursacht wurden, besser
verstehen zu kénnen, zum anderen kénnen so auch wichtige Gene und Faktoren gefunden
werden, die fur die Entwicklung neuartiger, antibakterieller Therapeutika von Bedeutung sind. Im
Zuge der zunehmenden Anzahl an Antibiotikaresistenzen ist das Auffinden neuer Ansatzpunkte
von hoher Bedeutung. Metabolische Faktoren stellen hierfir ideale Kandidaten dar, insbesondere
solche, die im Infektionsgeschehen fir L. monocytogenes essentiell sind. Mit geeigneten
Medikamenten kénnten bestimmte Stoffwechselwege unterbrochen und Infektionen so besser
behandelt werden (Eisenreich et al., 2015).

Anpassung an den Wirt

T

o Verwendung von Nahrstoffen . g—pm Steuerung des Stoffwechsels
' o aus dem Wirt zum Entzug von Nahrstoffen
: " A
e Steuerung des Stoffwechsels . .
TTON um die Immunabwehr  ~e——3=  IMMunabwehr: Froduktion K m
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h'\, Oy = g
. Produktion von Faktoren Produktion von Nahrstoffen y
~_ @ = zur Kontrolle des Wirts fur das Pathogen

w

Anpassung an das Pathogen

Abbildung 4: Der Pathometabolismus.
Dieser Begriff beschreibt die enge Wechselwirkung von Wirt und Pathogen und die damit einhergehenden,
vielfaltigen Abh&ngigkeiten (modifiziert nach Eisenreich et al., 2016).

1.2.2 Kohlenstoff-Metabolismus

Zur Versorgung mit Energie und Kohlenstoff (C) beziehen Listerien Zucker und Zuckeralkohole
Uber sogenannte PTS-Systeme (Phosphotransferase-Systeme), von denen ungewdhnlich viele
im Genom von L. monocytogenes codiert sind (Glaser et al., 2001). 11,6 % aller Gene codieren
fur Transporter, von diesen wiederum 26 % fir den PTS-mediierten Transport von C-Quellen. Als
solche verwenden sie beim Wachstum in einem definierten Medium bevorzugt Glucose, Fructose,
Mannose und Cellobiose (Tsai und Hodgson, 2003; Slaghuis et al., 2007). Diese Zucker werden
in reichhaltigem Medium hauptsachlich Gber die Glykolyse abgebaut, in néhrstoffarmerer
Umgebung scheinbar jedoch tber den Pentosephosphatweg (PPP), da die Gene fiir den PPP

beim Wachstum in einem Minimalmedium (MM) induziert wurden und diese fiir die Glykolyse nur
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noch gering reguliert waren. Der gleiche Effekt konnte auch flir L. monocytogenes gezeigt
werden, die im Cytosol von Saugerzellen wuchsen (Joseph et al., 2006). Der Citratzyklus (TCA),
welcher zur Energiegewinnung und Bereitstellung von Zwischenprodukten fir anabolische
Zwecke dient, ist bei Listerien unvollstandig, da das Enzym a-Ketoglutarat-Dehydrogenase fehlt
(Eisenreich et al., 2006; Trivett und Meyer, 1971). Folglich wird Oxalacetat, welches einen
Vorlaufer fur die Synthese von AS der Aspartat-(Asp)-Familie darstellt, hauptsachlich durch die
Carboxylierung von Pyruvat Uber die Pyruvatcarboxylase (PycA) gewonnen (Eisenreich et al.,
2006). Auch phosphorylierte Hexosen, wie Glucose-6-Phosphat, kénnen als C-Quellen
verwendet werden, wofiir der Transporter UhpT identifiziert werden konnte (Chico-Calero et al.,
2002). C»-Kdrper und auch Fettsauren scheiden aufgrund eines fehlenden Glyoxylat-Zyklus als
C-Quellen aus, jedoch kann der Csz-Korper Glycerin effektiv verstoffwechselt werden (Tsai und
Hodgson, 2003; Hain et al., 2007; Joseph et al., 2008). AS kdnnen nicht als alleinige C-Quelle
dienen, ohne die Anwesenheit weiterer Substrate findet ein rascher Eintritt in die stationére Phase
statt (Gefen et al., 2014). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass AS beim Wachstum im
Cytosol einer Wirtszelle hauptsachlich direkt in die Proteine eingebaut und nicht katabolisiert

werden (Grubmiller et al., 2014).

1.2.3 Stickstoff-Metabolismus

Stickstoff (N) ist ein essentieller Baustein fir AS, Nukleinsduren und andere zellulare
Komponenten. Bakterien kdnnen ihren N-Bedarf durch einfache Molekile, wie anorganisches N2
oder Nitrat, abdecken, aber sie kénnen auch komplexe Molekile, wie AS oder Nucleoside,
verwenden. Stickstoff wird Uber verschiedene Wege in die AS Glutamat (Glu) und Glutamin (GlIn)
eingebaut, welche bei zellularen, biosynthetischen Reaktionen eine wichtige Rolle als Lieferanten
dieses essentiellen Elements spielen. Uber den listeriellen Metabolismus und den N-Bedarf im
Speziellen konnten viele Erkenntnisse durch die Entwicklung von MM gewonnen werden (Siddiqi
und Khan, 1982; Phan-Thanh und Gormon, 1997; Schneebeli und Egli, 2013). Diese spezifischen
Wachstumsmedien, bei denen die genaue Zusammensetzung bekannt ist und exakt verandert
werden kann, werden fur Substratstudien bei Bakterien verwendet. Sie ersetzen die sogenannten
Vollmedien, wie beispielsweise BHI (Hirn-Herz-Bouillon), die mit nédhrstoffreichen Zuséatzen wie
Hefeextrakt oder Pepton aufgrund der Nahrstoffanforderungen von L. monocytogenes fir lange
Zeit in vielen Studien verwendet wurden. Nur mit einem genau definierten Medium kénnen
Aussagen darliber getroffen werden, welche Stoffe in welcher Menge fiir die bakterielle

Proliferation notwendig sind.

Die Assimilation von Stickstoff verlauft zwischen den Substraten a-Ketoglutarat, Glu und Gin
(Abbildung 5). Dabei katalysiert die NADPH:-abhéngige Glutamatdehydrogenase (GDH,
Imo0560) die Konvertierung von Glu zu o-Ketoglutarat und umgekehrt. Mit Hilfe der
Glutamatsynthase (GOGAT, Imo1733/1734/gItD) entstehen durch Ubertragung der Amidgruppe
von GIn auf a-Ketoglutarat zwei Molekile Glu. Das fir die letztere Reaktion benétigte Gln wird
wiederum durch die ATP-abhéngige Glutamat-Ammonium-Ligase (GS, Imo1299/gInA), durch die
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Ubertragung eines Molekills Ammonium auf Glu, gebildet. Der GS-GOGAT-Weg ist unter N-
limitierenden Bedingungen der dominante und konservierte Weg zur Assimilation von
Ammonium, wohingegen die GDH aufgrund ihrer geringen Affinitdt zu Ammonium nur bei hohen,
intrazellularen Ammonium-Konzentrationen aktiv ist (Forchhammer, 2007; Reitzer, 2003). Bei
beiden Wegen wird a-Ketoglutarat, welches das C-Gerust von Glu darstellt, aus dem TCA
gewonnen. Diese Reaktion stellt daher eine wichtige, metabolische Verknupfung dar, die den N-
mit dem C-Metabolismus verbindet (Commichau et al., 2006; Sonenshein, 2007; Gunka und
Commichau, 2012).

GS NH,

Zucker m

Glutamin Glutamat

GOGAT

a-Ketoglutarat . Glutamat

‘>\\:,NH>/7

+

NHy4 GDH

Citratzyklus

Abbildung 5: Der Auf- und Abbau von Glutamat bei L. monocytogenes.

Die Biosynthese von Glutamat verbindet den C- und N-Metabolismus Uber das gemeinsame
Zwischenprodukt a-Ketoglutarat (modifiziert nach Gunka und Commichau, 2012). Abklirzungen: GS,
Glutamat-Ammonium Ligase; GOGAT, Glutamatsynthase; GDH, Glutamatdehydrogenase.

Bacillus subtilis ist das am besten charakterisierte grampositive Bakterium mit geringem GC-
Gehalt in der DNS, und dient daher auch als Modellorganismus fiir den N-Metabolismus (Gunka
und Commichau, 2012). Bei B. subtilis werden die meisten Gene des N-Metabolismus von den
Transkriptionsregulatoren TnrA und GInR kontrolliert, im Gegensatz zu Enterobakterien, bei
denen diese von einem Ntr-Zweikomponentensystem geregelt werden (Magasanik, 1993; Merrick
und Edwards, 1995). L. monocytogenes besitzt &hnliche Gene wie B. subtilis fir diese
Regulation, jedoch fehlt TnrA, sodass die Koordination der verschiedenen Reaktionen
ausschlieflich tber GInR (Im01298, globaler N-Regulator) verlauft (Doroshchuk et al., 2006). Das
GInR-Regulon ist bei Streptococcus spp. und Staphylococcus spp., welche ebenfalls kein TnrA
besitzen und GInR dessen Funktion Ubernommen hat, hochkonserviert (Castellen et al., 2011,
Kloosterman et al., 2006; Larsen et al., 2006), sodass fur L. monocytogenes ein ahnlicher
Mechanismus angenommen wird. Gene, die beim GS-GOGAT-Weg beteiligt sind (gInA, gItAB),
sind intrazellular hochreguliert und kénnten fir die Anpassung an das intrazellulare Milieu und die

Proliferation im Cytosol einer Wirtszelle essentiell sein (Joseph et al., 2006).

Stickstoff-Quellen von L. monocytogenes

GIn konnte bei Listeria beim Wachstum in modifizierter, mit AS angereicherter Welshimer’s
Bouillon (MWB) als primare N-Quelle identifiziert werden (Premaratne et al., 1991; Welshimer,
1963). Diese AS ist ein optimaler N-Lieferant fur viele bakterielle Spezies wie z.B. B. subtilis
(Merrick und Edwards, 1995; Hu et al., 1999; Detsch und Stiilke, 2003) oder Corynebacterium
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glutamicum (Rehm et al., 2010). Sie kann leicht zu Glu umgebaut werden, welches den Haupt-
Stickstoffdonor fur andere AS und die Nucleosid-Biosynthese darstellt. Weitere AS konnten
ebenfalls als N-Quellen dienen, da die Gene fir viele ihrer zum Abbau notwendigen Wege im
Genom von L. monocytogenes vorhanden sind (Glaser et al., 2001). Lediglich zwei AS, Methionin
(Met) und Cystein (Cys), erwiesen sich in Wachstumsexperimenten mit systematischer Deletion
von Enzymen der Biosynthesewege als essentiell. Der Grund dafiir kdnnte an den fehlenden
Genen zur Sulfatreduktion liegen, bei der Sulfid entsteht, welches einen Vorlaufer in der Cys-
Synthese darstellt und da Thiosulfat, ein alternatives Vorlaufermolekdl, Cys nicht ersetzen kann.
Die beim Wachstum mit nur diesen beiden essentiellen AS Met und Cys beobachtete lange
Latenzphase kann durch Zugabe eines AS-Mixes kompensiert werden (Tsai und Hodgson, 2003).
Die verzweigtkettigen AS (BCAASs) Leucin (Leu), Isoleucin (lle) und Valin (Val) wirken sich in
definiertem Medium stark foérdernd auf die Wachstumsrate aus, sodass diese AS ebenfalls einen
essentiellen Beitrag zum N-Umsatz leisten kénnten (Premaratne et al., 1991; Welshimer, 1963).
GIn kann durch anorganisches Ammonium ersetzt werden, wodurch die listeriellen
Wachstumsraten sogar erhdht werden (Tsai und Hodgson, 2003; Kaspar et al., 2014).
L. monocytogenes ist aufgrund fehlender Gene fiir die benétigten Reduktasen nicht in der Lage,
Nitrat oder Nitrit zu reduzieren. Die Versorgung mit Stickstoff beschrankt sich daher auf reduzierte
N-Quellen. Auch Harnstoff kann nicht verstoffwechselt werden, da bei Listerien die daflr
bendtigte Urease fehlt (Glaser et al., 2001). Arginin (Arg) wurde bisher ebenfalls als wichtige N-
Quelle vermutet, da diese AS in manchen Listerien-Stammen die Wachstumsrate erhéht, und in
einigen sogar fir das Wachstum notwendig ist (Friedman und Roessler, 1961; Tsai und Hodgson,
2003; Premaratne et al., 1991; Welshimer, 1963). Der Abbau von Arg und die
Ammoniumproduktion daraus kénnen ausschlie3lich Uber den Arginin-Deiminase-(ADI)-Weg
laufen (Ryan et al.,, 2009), da die Gene fir die Arginase oder die Arginin-Oxygenase-
Stoffwechselwege, welche von Bacillus und anderen Spezies genutzt werden, fehlen (Glaser,
2001). Als weitere, von L. monocytogenes nutzbare Quellen, kommen au3erdem Ethanolamin
und Glucosamin in Frage (s. Abschnitt 1.2.6, S. 27).

1.2.4 Metabolismus wahrend der Replikation im Wirt

Trotz weniger verfligbarer Daten Uber den listeriellen Metabolismus zeigten mehrere Studien in
den vergangenen Jahren, dass es signifikante Unterschiede zwischen dem in vivo- und dem in
vitro-Stoffwechsel gibt (Mufioz-Elias und McKinney, 2006; Toledo-Arana et al., 2009; Eisenreich
et al, 2010). In Transkriptom-Analysen, bei denen das Wachstum von Listeria in
Standardmedium mit dem im Blut und im Darm verglichen wurde, waren zahlreiche Gene
unterschiedlich reguliert, davon ein groRer Anteil an Genen, die am bakteriellen Metabolismus
beteiligt sind (Toledo-Arana et al., 2009).

Die listerielle Infektionsroute beginnt im Gastrointestinaltrakt, nach der Aufnahme kontaminierter
Nahrung. An die 1000 bakterielle Spezies besiedeln den menschlichen Darm, ein einzelner

Mensch beherbergt dort mindestens 160 Spezies, die eine bakterielle Menge von ca. 104
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prokaryotischen Zellen ausmachen (Qin et al., 2010). Neben anderen Stressfaktoren, die es zu
Uberwinden gilt, herrscht hier daher auch ein Konkurrenzkampf um Né&hrstoffe, sowohl mit dem
Wirt, als auch mit der kommensalen Mikrobiota. Enteropathogene mussen, um in diesem Milieu
Uberleben zu konnen, spezielle metabolische Nischen besiedeln. Der Abbau von myo-Inositol
(Legakis et al., 1976; Yoshida et al., 1997; Kawsar et al., 2004), Ethanolamin, welches von
Phosphatidylethanolamin abgespalten wird (Roof und Roth, 1988; Tsoy et al., 2009; Garsin,
2010), Fucose aus mukosalen Glycokonjugaten (Salyers und Pajeau, 1989; Snider et al., 2009;
Staib und Fuchs, 2014) oder 1,2-Propanediol als Fermentationsprodukt von Fucose oder
Rhamnose (Conner et al., 1998; Korbel et al., 2005; Staib und Fuchs, 2014) sind dabei nur einige
Beispiele fir spezielle Nahrstoffquellen, durch deren Nutzung Enteropathogene einen
Wachstumsvorteil erreichen kénnen. Die Konzentration der verwendbaren Substrate variiert
dabei je nach Darmabschnitt (Staib und Fuchs, 2014). Ein Beispiel fir eine besondere
Wechselwirkung mit dem Wirt konnte fir Salmonella gezeigt werden. Tetrathionat wird von diesen
Bakterien als Elektronenakzeptor fir den anaeroben Abbau von Ethanolamin benétigt (Price-
Carter et al.,, 2001). Die Bildung dieser Verbindung resultiert aus dem von Darmbakterien
gebildeten Schwefelwasserstoff (H2S), welcher toxisch ist und deshalb ebenfalls von diesen
weiter in Thiosulfat umgewandelt wird. Thiosulfat kann dann anschlielend durch reaktive
Sauerstoffradikale (ROS) zu Tetrathionat oxidiert werden. Diese ROS werden dabei im Zuge der
Immunantwort des Wirts auf die Salmonelleninfektion durch Entziindungsreaktionen produziert
(Winter et al., 2010). L. monocytogenes besitzt keine orthologe Tetrathionat-Reduktase, kann
diesen Elektronen-Akzeptor daher scheinbar nicht nutzen. Die pdu-Gene, die zur Nutzung von
Propanediol bendtigt werden, sind neben denen fiir die Ethanolamin-Nutzung (eut) wahrend des
intrazellularen Wachstums in Epithelzellen sowie im Darm von Mausen hochreguliert, was darauf
hindeutet, dass Propanediol und Ethanolamin fir die listerielle Pathogenitat von Bedeutung sind
(Archambaud et al., 2012). Beim Wachstum in Minmalmedium (MM) mit Propanediol oder Vitamin
Bi> unter verschiedenen Bedingungen konnte jedoch auch unter Zugabe mdoglicher
Elektronenakzeptoren wie Tetrathionat, Nitrat, Dimethylsulfoxid oder Fumarat kein Wachstum
erreicht werden, weshalb vermutet wird, dass L. monocytogenes einen anderen, fur seine in vivo-
Nische spezifischen Elektronenakzeptor fir die Nutzung von Propanediol oder Ethanolamin unter
anaeroben Bedingungen bendtigt (Mellin et al., 2013). In einer Studie konnte au3erdem auch
gezeigt werden, dass die Anwesenheit der umgebenden Mikrobiota sich ebenfalls auf die
Genexpression von L. monocytogenes auswirkt. So fiihrte die An- oder Abwesenheit
verschiedener Stdmme von Lactobacillus sp. im Darm eines Mausmodells zu unterschiedlichen

Transkriptionsmustern bei den Listerien (Archambaud et al., 2012).

L. monocytogenes ist, neben Bakterien wie enteroinvasiven Escherichia coli und Shigella flexneri,
auch in der Lage, sich innerhalb des Cytosols einer Wirtszelle zu vermehren. Dort herrscht ein
neutraler pH-Wert und Magnesium, Natrium, Eisen und bis zu 100 mdgliche Kohlenstoff-,
Stickstoff-, Phosphat- und Sulfatquellen liegen in geringer Konzentration vor (Ray et al., 2009).
Die genaue Zusammensetzung des Cytosols ist jedoch immer noch nicht bekannt und hangt stark
von der Art der Zelle ab. Bisher wurde angenommen, dass das Cytosol ein sehr nahrstoffreiches

Kompartiment darstellt, jedoch zeigten Experimente, bei denen extrazellulare Pathogene wie
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Yersinia enterocolitica und E. coli ins Cytoplasma injiziert wurden, dass diese dort nicht wachsen
konnten (Goetz et al., 2001). Dies kann zum einen bedeuten, dass vorhandene Nahrstoffe nicht
zuganglich sind, oder dass metabolische Anpassungen der Bakterien notwendig sind, um ein
Uberleben dort zu bewerkstelligen. Der Zusammenhang mit der Virulenz wird durch die Tatsache
deutlich, dass nicht-pathogene Stadmme wie L. innocua nicht in der Lage sind, sich im Cytoplasma

effektiv zu vermehren (Slaghuis et al., 2004).

1.2.5 Intrazellulare Nutzung von Kohlenstoff und anderen Né&hrstoffen

Dem C-Metabolismus kommt eine entscheidende Rolle bei der listeriellen Virulenz zu. Sémtliche
Gene fiir ABC-Transporter sind in Listerien konserviert, jedoch nicht solche fiir PTS-Systeme, wie
ein Vergleich von L. monocytogenes mit dem nicht-pathogenen Stamm L. innocua ergab (Glaser
et al., 2001; Buchrieser et al., 2003). Beim Wachstum in MM mit PTS-Zuckern wie Glucose,
Mannose oder Cellobiose kann eine starke Kohlenstoff-Katabolitrepression (CCR) und eine
geringe Aktivitat des zentralen Virulenzregulators PrfA beobachtet werden (Mertins et al., 2007),
welcher auch unter anderem die Gene fur den Eintritt in die Wirtszelle (inlA, inIB), fur das
Verlassen des Phagosoms (hly, plcA und plcB) und fir die intra- und interzelluléare Fortbewegung
(actA) kontrolliert (Vazquez-Boland et al., 2001). Auch beim Wachstum im Cytoplasma zeigen die
vom zentralen Virulenzregulator PrfA kontrollierten Gene in Anwesenheit von Glucose eine
geringere Expression (Joseph et al., 2006; Joseph et al.,, 2008). Die fur die Glykolyse
notwendigen Faktoren werden ebenfalls nicht hochreguliert, was vermuten lasst, dass wenig freie
Glucose im Cytoplasma vorhanden ist und Listerien sich dort eher an alternativen Quellen
bedienen (Hain et al., 2007). Eine Uberexpression von PrfA fiihrt sogar zu einer Inhibition der
Glucose-Aufnahme (Marr et al., 2006), was die Vermutung, dass Glucose im

Infektionsgeschehen eine untergeordnete Rolle spielt, weiter untermauert.

Stattdessen kénnen Glycerin und Glucose-6-Phosphat als C-Quellen genutzt werden (Eylert et
al., 2008). Glucose-6-Phosphat wird dabei Giber den Antiporter UhpT (Imo0838) aufgenommen,
der bei nicht-pathogenen Listeria-Spezies nicht vorhanden ist. Infizierte Wirtszellen einer
primaren Zelllinie nahmen dabei im Vergleich zu nicht-infizierten vermehrt Glucose auf, was
moglicherweise auch durch die Bakterien selbst induziert wird, da diese wiederum von
L. monocytogenes nach Phosphorylierung als Glucose-6-Phosphat genutzt werden kann
(Gillmaier et al., 2012). Die Verbindung zur Pathogenitat von L. monocytogenes wird weiterhin
durch die Tatsache deutlich, dass UhpT von PrfA gesteuert wird (Chico-Calero et al., 2002;
Toledo-Arana et al.,, 2009). Die hpt-Gene waren auflerdem wahrend des intrazellularen
Wachstums von L. monocytogenes stark hochreguliert und ein Defekt in diesen Genen flihrte zu
deutlich verringerten Replikationsraten (Chico-Calero et al., 2002; Milohanic et al., 2003). Im
Gegensatz dazu zeigten von PrfA regulierte Gene mit dem nicht-PTS-Zucker Glycerin als C-
Quelle eine hohe Transkription. Auch waren die Gene fur diverse PTS-Transportsysteme
induziert sowie jene fur den PPP, welcher bei alternativen C-Quellen anstelle von Glucose
bevorzugt fir deren Katabolismus verwendet wird (Chatterjee et al., 2006; Joseph et al., 2006;
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Joseph et al., 2008). Beim Wachstum im Darm waren Gene fir die Glycerin-Aufnahme und
dessen Abbau zur Energieversorgung hochreguliert (Toledo-Arana et al., 2009) wohingegen
Glucose-6-Phosphat eher fir anabole Zwecke genutzt wird (Grubmiuiller et al., 2014). Dies zeigt
deutlich, wie sich L. monocytogenes durch die flexible und zeitgleiche Nutzung verschiedener
Nahrstoffquellen fir unterschiedliche metabolische Reaktionen an ein Uberleben in einer

Wirtszelle angepasst hat.

Da Listerien einen unvollstandigen Citratzyklus besitzen, kann das Oxalacetat darin nur durch
Carboxylierung von Pyruvat gebildet werden. Eine Mutante im zugehérigen Gen pycA konnte sich
zwar in einem reichhaltigen Medium wie BHI (Hirn-Herz-Bouillon) noch vermehren, nicht jedoch
in S&ugerzellen, und in einem Maus-Sepsismodell lie3 sich sogar eine hohe Attenuierung
beobachten (Schér et al., 2010). Da die Pyruvatcarboxylase abhéngig von der Lipoat-Protein-
Ligase LplAl ist, war eine Mutante mit einem Defekt in diesem Enzym ebenfalls stark im
intrazellularen Wachstum inhibiert (O'Riordan et al., 2003). Dies fuhrt vor Augen, dass die
Pyruvatcarboxylase fur die Infektion von entscheidender Bedeutung ist, und somit ein
Schlusselenzym im zentralen Metabolismus von L. monocytogenes darstellt (Schér et al., 2010).

Listerien sind weiterhin nicht in der Lage, bestimmte Vitamine wie Riboflavin, Thiamin oder Biotin
selbst zu synthetisieren, weshalb diese beim Wachstum in einem MM zugesetzt werden, und bei
einer Infektion im Wirt von jenem bezogen werden mussen. Die intrazellulare Proliferation hangt
daher auch von der Verflgbarkeit dieser Vitamine ab, was fir Thiamin und dessen Aufnahme
Uber thiT (Imo1429) bereits gezeigt werden konnte, da eine Mutante in diesem Gen in
Epithelzellen eine verringerte Replikationsrate zeigte (Schauer et al., 2009). Beim Wachstum im
Darm waren pycA und auch thiT herunterreguliert (Toledo-Arana et al., 2009), was bedeuten

konnte, dass diese Gene hauptsachlich bei intrazellularem Wachstum eine Rolle spielen.

Auch viele andere Proteine, die am Transport bestimmter Nahrstoffe beteiligt sind, erscheinen
essentiell, wie beispielsweise fur Eisen (Imo1683) oder Ferrochrom (Imo2430; Toledo-Arana et
al., 2009; Chatterjee et al., 2006). Die verstarkte Synthese von Purinen und Pyrimidinen bei
intrazelluléar replizierenden Listerien, die fur deren Proliferation essentiell ist, deutet hingegen
darauf hin, dass diese Verbindungen innerhalb der Zelle rar oder schwer zugéanglich sind (Joseph
et al., 2006; Schauer et al., 2010). Das Gen relA, welches den Repressor CodY reguliert, der bei
der stringenten Antwort von Bakterien und somit bei der Umstellung des Metabolismus bei
Nahrstoffknappheit eine Rolle spielt, ist vermutlich ebenfalls fiir das Uberleben in vivo von
Bedeutung, da eine Mutante beim intrazellularen Wachstum in Epithelzellen und Makrophagen
stark attenuiert war (Bennett et al., 2007).

1.2.6 Intrazellularer Stickstoff-Metabolismus

Ahnlich wie beim Kohlenstoff scheinen sich Listerien auch in Bezug auf den Stickstoff innerhalb
eines Wirtes an alternativen Quellen zu bedienen, was einerseits auf deren Verfligbarkeit

zurtickzufiihren ist, andererseits aber auch vermutlich dazu dient, die Beeintrachtigung des
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Wirtes zu minimalisieren, um sich diese geschitzte Umgebung maoglichst lange zu erhalten.
E. coli Stamme, welche eine Nitrat-Reduktase besitzen, profitieren ahnlich wie Salmonellen bei
der Tetrathionat-Nutzung (s. Abschnitt 1.2.4, S. 24) von Entziindungsreaktionen im Darm. Nitrat,
das wahrend einer Infektion entsteht, kann von ihnen als Elektronenakzeptor verwendet werden,
wodurch sie sich einen Wachstumsvorteil verschaffen kdnnen (Winter et al., 2013). Eine solche
Strategie ist bei Listerien aufgrund der fehlenden Nitrat-Reduktase-Gene jedoch nicht mdglich
(Glaser et al., 2001).

Gene, die an der Biosynthese fir Glu und GIn beteiligt sind, waren in Studien bei intrazellularer
Replikation hochreguliert (Joseph et al., 2006), GIn wird also unter diesen Bedingungen von den
Bakterien vermehrt selbst synthetisiert. Des Weiteren war das Gen fur den GIn-Transporter
Imo0847 sowohl im Blut als auch im Darm herunterreguliert (Toledo-Arana et al., 2009). Es wird
daher angenommen, dass fur die Versorgung mit Stickstoff anstelle von GIn andere N-Quellen
wie Ammonium, Arg oder Ethanolamin dienen kdnnen, da zahlreiche Studien Hinweise fur diese
These liefern (Buchrieser et al., 2003; Joseph et al., 2006; Joseph und Goebel, 2007; Ryan et al.,
2009; Fuchs et al., 2012b; Staib und Fuchs, 2014). Das Gen fir den Ammoniumtransporter NrgAB
war bei Studien im Mausedarm herunter-, in humanen Epithelzellen jedoch stark hochreguliert
(Toledo-Arana et al., 2009; Joseph et al., 2006). ArpJ, ein Arginin ABC Transporter, wird in
Makrophagen verstarkt exprimiert (Klarsfeld et al.,, 1994). Ethanolamin kann von vielen
pathogenen Bakterien und auch von L. monocytogenes, vor allem innerhalb eines Wirtes, als
Nahrstoffquelle verwendet werden. Es wird dabei vermutlich hauptséachlich in Form von
Phosphatidylethanolamin  Gber den Transporter EutH (Imol1186) aufgenommen.
Phosphatidylethanolamin ist ein in den Membranen von Saugetier- und Bakterienzellen haufig
vorkommendes Phospholipid, welches Uber eine Phospholipase (PlcB) zu Glycerin und
Ethanolamin abgebaut werden kann (s. Abbildung 6). In Bezug auf die Nahrstoffversorgung von
Bakterien stellen Epithelzellen im Darm und die Wirtsdiat somit Gppige Quellen fir Ethanolamin
dar. Das Molekul besteht aus einem priméaren Amin und einem priméaren Alkohol, kann tber die
Ethanolamin-Ammoniak-Lyase EutBC in Ammonium und Acetaldehyd gespalten und von vielen
Bakterien wie beispielsweise Salmonella spp., Enterococcus spp., Pseudomonas spp. oder
Escherichia spp. als einzige C-, N- oder Energiequelle verwendet werden (Roof und Roth, 1988;
Garsin, 2010; Srikumar und Fuchs, 2011; Staib und Fuchs, 2014). L. monocytogenes besitzt alle
Gene des eut-Operons, die fir die Metabolisierung von Ethanolamin notwendig sind (Glaser et
al., 2001), weswegen die Nutzung dieses Substrats, mdglicherweise auch primar unter in vivo-
Bedingungen, sehr wahrscheinlich ist. Auch fir plcB konnte gezeigt werden, dass das Gen beim
Wachstum innerhalb von Wirtszellen erheblich hochreguliert ist, Ethanolamin also vermehrt
gebildet wird. Eine Mutation resultierte bei cytosolischem Wachstum in einer dezimierten
Replikationsrate (Goetz et al., 2001). Die Ethanolamin-Lyase EutABC scheint dartiber hinaus fir
ein normales intrazellulares Wachstum notwendig zu sein, da eine Mutante im Gen eutB sich in
der Epithelzelllinie Caco-2 schlechter vermehren konnte als der Wildtyp (Joseph und Goebel,
2007; Joseph et al., 2006). Da Ethanolamin aus Phosphatidylethanolamin gebildet werden kann,
kommen auch Phospholipide, welche zahlreich im Wirtsdarm vorhanden sind, als N- aber auch

als C- und Energiequelle wahrend einer Infektion in Frage.
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Fur diese Hypothese spricht auBerdem, dass Ethanolamin in vivo nur unter anaeroben
Bedingungen metabolisiert werden kann, da hierfir Cobalamin (Vitamin Bs) als Cofaktor bendtigt
wird, welches nur unter Sauerstoffabschluss synthetisiert wird (Price-Carter et al., 2001; Winter
et al., 2010; Srikumar und Fuchs, 2011).

Auch das Monosaccharid N-Acetylglucosamin (GIcNAc) kann L. monocytogenes anstelle von
Glucose als C-Quelle dienen (Pine et al.,, 1989; Premaratne et al., 1991). GIcNAc und
Ethanolamin kommen ubiquitar im Darm vor und sind daher in Bezug auf den listeriellen
Metabolismus unter in vivo-Bedingungen von besonderem Interesse (Staib und Fuchs, 2014;
Martin et al., 2009). Da es sich bei Glucosamin (GIcN) um einen Aminozucker handelt, kénnte
dieser ebenfalls als N-Quelle verwendet werden. Die Aufnahme erfolgt in Form von GIcNAc oder
GlcN, worauf ein Umbau in GIcN-6-Phosphat erfolgt (s. Abbildung 6). AnschlieRend wird dieses
entweder weiter fur die Biosynthese von Peptidoglycan verwendet, oder aber zu Fructose-6-

Phosphat und Ammonium abgebaut (Popowska et al., 2012).

Mindestens sechs listerielle Transporter wurden in einer Studie identifiziert, die fir das Uberleben
und die erfolgreiche Replikation in Makrophagen essentiell sind. Diese sind hdchstwahrscheinlich
an der Aufnahme von AS und Oligopeptiden beteiligt (Joseph und Goebel, 2007; Schauer et al.,
2010). Auch der Oligopeptid-Transporter Imo0135-0137 tragt zur Proliferation in murinen
Makrophagen und auch in Caco-2-Zellen bei (Chatterjee et al., 2006; Schauer et al., 2010). Das
Oligopeptid-bindende Protein OppA, Teil des Oligopeptid-Permease-Operons opp, ist ebenfalls
fur das intrazellulare Uberleben von L. monocytogenes wichtig, eine oppA-Mutante war beim
Wachstum in Makrophagen und im Mausmodell signifikant beeintrachtigt (Borezee et al., 2000).
Diese Ergebnisse starken die Annahme, dass L. monocytogenes bei der intrazellularen
Versorgung mit Néhrstoffen auch Oligopeptide fur die Versorgung mit AS und damit auch als N-

Quelle verwendet.

Dass AS generell fur eine effiziente Proliferation wichtig zu sein scheinen, konnte in einer
Pilotstudie gezeigt werden, in der 13C in den Stoffwechsel von Makrophagen eingefiihrt wurde.
Hier stellte sich heraus, dass bis zu 50 % der AS Alanin (Ala), Asp und Glu von der Wirtszelle
stammten und auRerdem nur die Halfte der untersuchten AS de novo synthetisiert wurden (Eylert
et al., 2008). Auch bei weiterfiUhrenden Studien dieser Art bauten Listerien die vom Wirt
aufgenommenen AS eher direkt in Proteine ein, als sie abzubauen, mdglicherweise aufgrund
eines Mangels an katabolischen Intermediaten und Cofaktoren, wie Pyruvat oder Succinyl-CoA,
die fur den Aufbau der AS essentiell sind. Die de novo-Synthese bestimmter AS, insbesondere
der BCAAs, ist jedoch trotz allem essentiell fur die intrazellulare Replikation (Grubmdiller et al.,
2014). Sstamme, die auxotroph waren fir die aromatischen AS Phenylalanin (Phe), Tryptophan
(Trp) und Tyrosin (Tyr) waren weniger virulent im Mausmodell als der Wildtyp (Marquis et al.,
1993), was die Notwendigkeit dieser Biosynthesen unterstreicht. Auch konnten bei der
Untersuchung von L. monocytogenes Insertions-Mutanten, welche in Epithelzellen eine
Attenuierung zeigten, zahlreiche Gene identifiziert werden, die am AS-Metabolismus beteiligt sind
(Schauer et al., 2010).



1. Einleitung 31

Im Vergleich zum nicht-pathogenen Stamm L. innocua besitzt L. monocytogenes eine grof3ere
Anzahl an stoffwechselrelevanten Genen, wobei die Gene fir den C- und N-Metabolismus und
fur Transportproteine rund 17 % des gesamten Genoms ausmachen (Glaser et al., 2001).
Zusammenfassend lasst sich somit abermals betonen, dass der bakterielle Stoffwechsel und
dessen Anpassung an die veranderte Umgebung beim Eintritt in einen Wirt und der Besiedelung
verschiedener Nischen fir die Pathogenitat und Virulenz von zentraler Bedeutung sind. Eine
schematische Ubersicht des listeriellen N-Metabolismus mit den zugehoérigen AS-
Synthesewegen sowie Transportern fir relevante N- und C-Substrate ist in Abbildung 6

dargestellit.

1.3 Isotopologue Profiling

Die Untersuchung von biosynthetischen Stoffwechselwegen und Stoffflissen unter in vivo-
Bedingungen ist von essentieller Bedeutung, um den Metabolismus und die Physiologie von
Mikroorganismen verstehen zu konnen. Viele wichtige Eigenschaften kdnnen aus
Genomsequenzen, RNS-Transkripten, Protein- und Metabolit-Profilen und der Modellierung der
daraus gewonnenen Daten abgeleitet werden. Eine direkte Beobachtung der Stoffwechselwege
von L. monocytogenes wahrend des Wachstums in eukaryotischen Zellen scheiterte jedoch

bisher am Mangel an adaquater Methodik (Fuchs et al., 2012b).

Ein neuerer Ansatz fur die quantitative Analyse von metabolischen Flussen, die durch biologische
Systeme flieRen, ist das sogenannte Isotopologue Profiling. Die Methode basiert auf der
Verwendung von Isotopen, Atomen, die eine andere Masse aufweisen als die normalerweise
nattrlich auf der Erde vorkommende. Kohlenstoff existiert beispielsweise hauptsachlich als 2C
(98,9 %), wohingegen das schwerere Isotop 3C nur zu 1,1 % vorkommt. Stickstoff existiert zu
99,6 % als N, der natirliche Anteil an >N liegt jedoch unter einem Prozent (Meija et al., 2016).
Der Massenunterschied solcher Molekile, die ein schwereres Atom enthalten, ist mit Hilfe von
Massenspektrometrie messbar (Lee und Lee, 1998). Durch die Zugabe solcher ganz oder
teilweise ,markierter* Substrate zu einem Kulturmedium werden diese wahrend des Wachstums
von den Bakterien aufgenommen und verstoffwechselt. Die Isotopologen, diejenigen Molekiile,
die markierte Atome enthalten, durchlaufen eine Vielzahl enzymatisch katalysierter Reaktionen,
werden entweder direkt in andere Verbindungen eingebaut oder degradiert und zur Neusynthese
von Zellbestandteilen verwendet. Dabei verteilen sie sich im gesamten Stoffwechselnetzwerk und
bilden somit einen hochkomplexen Metabolitfluss, was zur Folge hat, dass mit dieser Methode
ein breites Spektrum an biosynthetischen Stoffwechselwegen abgedeckt, untersucht und

letztendlich rekonstruiert werden kann (Eisenreich und Eylert, 2010; Eisenreich et al., 2016).

Um das metabolische Schicksal eines markierten Substrates zu verfolgen, werden die
bakteriellen Proteine isoliert und durch saure Hydrolyse zu AS aufgeschlossen (Eisenreich et al.,
2006). Far die Analyse der Isotopenverteilung in den Proteinen werden die

Magnetresonanzspektroskopie (NMR) und die mit der Gaschromatografie gekoppelte
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Massenspektrometrie (GC-MS) eingesetzt. MS ist ein gut etabliertes Werkzeug zur Bestimmung
der Isotopologen-Muster in AS und weist eine hohe Sensitivitat auf (Zamboni und Sauer, 2009).
Bereits bei geringen Probenmengen von 108 Bakterienzellen oder 1 mg trockenem Zellpellet
kénnen Signale mit einem hohen Signal-Stér-Verhaltnis bei der Messung von proteingebundenen
AS gewonnen werden (Eisenreich et al.,, 2010). Diese Mengen kénnen bei in vitro- oder
Zellkulturexperimenten leicht erzielt werden, in vivo sto3t die Methode allerdings an ihre
Auflésungsgrenzen und konnte daher bislang nicht bei Infektionen von Mausen angewandt

werden.

Die aus der Proteinhydrolyse gewonnenen AS werden in Tert-Butyldimethylsilyl-Derivate
(TBDMS) konvertiert und durch MS anhand ihrer Masse aufgetrennt. Auf Basis der entstehenden
Massenmuster kann fir ungeféhr 50 Massenfragmente aus 15 TBDMS-AS bestimmt werden,
welche markierten Atome diese enthalten (Fuchs et al., 2012b). Von diesen Analyten lassen sich
bei 29 Fragmenten von 12 TBDMS-AS (Gly, Glycin; Ala; Ser, Serin; Asp; Thr, Threonin; Glu; Val,
Leu; lle; Met; Tyr; Phe, Phenylalanin) die Isotopenzusammensetzungen zuverlassig
quantifizieren (Antoniewicz et al., 2007). Durch unterschiedliche Markierungsstrategien, die zu
spezifischen Profilen in diesen Fragmenten fiihren, kdnnen in solchen Studien bestimmte
Biosynthesewege identifiziert werden. Fir zuverldssige und vollstandige Daten sollte die
Anreicherung mit dem markierten Substrat bei 0,2 % oder héher liegen (Fuchs et al., 2012b).

Die genaue Position der markierten Isotope im Molekil kann mit GC-MS nur beschrankt
untersucht werden. Besser geeignet dafiir ist die NMR-Spektroskopie, da hier tber spezifische
Frequenzsignale in einem Magnetfeld diejenigen Positionen innerhalb einer AS, die von
markierten C-Atomen besetzt werden, genau erfasst werden kénnen. Fur die Messung wird
aufgrund der geringen Sensitivitdt (Eisenreich und Bacher, 2007) jedoch viel mehr
Probenmaterial benétigt, namlich mindestens 102 Bakterienzellen oder 10 mg trockenes

Zellpellet.
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Abbildung 7: Ubersicht tiber die Isotopologue Profiling Analyse.

Die Bakterien werden in einem Medium angezogen, dem markierte Substanzen zugesetzt wurden. Wahrend
der Proliferation werden die markierten Atome aufgenommen und verstoffwechselt. Nach Hydrolyse der
bakteriellen Proteine werden die AS mit Gaschromatographie (GC) aufgetrennt und der 3C-Gehalt
massenspektrometrisch (MS) bestimmt. Abkirzung: R, Rest (modifiziert nach Eisenreich et al., 2016).
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Isotopologue Profiling stellt eine Schllsseltechnologie dar, um Stoffflisse in Bakterien zu
definieren und metabolische Netzwerke zu entschlisseln. Die Methode, welche in Abbildung 7
dargestellt ist, wurde an L. monocytogenes eingefiihrt und wird mittlerweile bereits bei
verschiedenen anderen Bakterien wie Salmonellen, Staphylokokken, Streptokokken, Yersinien,
Pseudomonaden, Legionellen und Chlamydien, sowie Pflanzen und Tieren erfolgreich zur
Aufklarung und Belegung metabolischer Gegebenheiten angewandt (Eisenreich et al., 2010;
Eisenreich und Eylert, 2010). Bei L. monocytogenes wurde beispielsweise gezeigt, dass
Kohlenstoff aus der Glucose fir den Aufbau von AS verwendet wird, und dass das Fehlen einer
a-Ketoglutarat-Dehydrogenase im dadurch unvollstandigen Citratzyklus zur Folge hat, dass das
Intermediat Oxalacetat durch Carboxylierung von Pyruvat gebildet wird (Eisenreich et al., 2006).
Beim Wachstum von L. monocytogenes in Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die
Bakterien verschiedene C-Substrate aus dem Cytosol der Wirtszelle nutzen. 50-100 % der AS
wurden dabei vom Wirt bezogen, und auch Csz-Koérper wie Glycerin dienten als C-Quellen (Eylert
et al., 2008).

Isotopologue Profiling wurde bisher nur fir die Untersuchung des C-Metabolismus unter
Verwendung von 13C eingesetzt. Ahnliche Experimente zur Untersuchung des N-Stoffwechsels

mit markiertem Stickstoff wurden bislang nicht durchgefihrt.

1.4  Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Caenorhabditis elegans ist ein freilebender, nicht parasitischer Fadenwurm aus der Familie der
Rhabditidae. Er kommt ubiquitar in der Erde vor und durchlauft wahrend seiner Entwicklung zum
adulten Wurm nach der Embryonalphase im Ei vier Larvenstadien (L1-L4), was ca. 3 Tage dauert
(Altun und Hall, 2009). Dabei erreicht er eine GréRe von ungefahr 1 mm. Die meisten dieser
Wirmer sind Hermaphroditen, jedoch gibt es auch mannliche Exemplare, die jedoch selten
vorkommen und an der geringeren Grol3e sowie dem typischen, gefdcherten Schwanz zu
erkennen sind (Abbildung 8). C. elegans ist einfach zu kultivieren, hat eine kurze Generationszeit
von zwei bis vier Tagen und eine definierte Anzahl von 959 Zellen (Conradt und Xue, 2005; Corsi
et al.,, 2015). Aufgrund dieser Eigenschaften etablierte der Nobelpreistrager Sydney Brenner
C. elegans in den siebziger Jahren als Modellorganismus fur die Entwicklungsbiologie fir seine
genetischen und neuronalen Studien (Brenner, 1974). Seitdem ist die Zahl der Forschungslabore,
die an oder mit diesem Wurm arbeiten, auf Uber 1000 gestiegen und jahrlich werden auf
Forschungsgebieten wie der Genetik, der Entwicklungsbiologie, Neurologie oder Zellbiologie
mehr als 1200 Artikel publiziert (Corsi et al., 2015). Dabei werden die unterschiedlichsten
Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson, Depression oder Diabetes untersucht (Hulme und
Whitesides, 2011). Einige bahnbrechende wissenschaftliche Erkenntnisse auf dem Gebiet der
Biologie und Medizin wurden durch Experimente in C. elegans gewonnen, diese betreffen die

Krankheiten Alzheimer, Diabetes Typ 2 und Depression (Kaletta und Hengartner, 2006).
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C. elegans kann mit vielen verschiedenen krankheitserregenden Organismen infiziert werden.
Der Darm des Wurmes weist einige charakteristische Ahnlichkeiten mit humanen Darmzellen auf,
weshalb er daher auch gerne fur Studien zur Pathogen-Darm-Interaktion verwendet wird
(McGhee, 2007). Durch seine Transparenz eignet er sich aul3erdem unter Einsatz von in vivo-
Fluoreszenzmarkern gut fir mikroskopische Studien, um beispielsweise das Wachstum von
Axonen zu verfolgen, oder aber fur Infektionsstudien unter Verwendung von mit grinem,
fluoreszierenden Protein (GFP) markierten Bakterien. Auf diese Weise kann eine Infektion von
Beginn an verfolgt und die Verteilung der Bakterien im Wurm beobachtet werden. C. elegans
lasst sich weiterhin mit stabilen Isotopen, wie >N oder 13C, fiir Metabolismus-Studien, wie

Isotopologue Profiling, markieren (Gouw et al., 2011; Kern et al., 2016).

Abbildung 8: Adulte Nematoden vom wildtypischen Stamm C. elegans N2.

Links ist ein hermaphroditischer Wurm zu sehen, rechts ein méannlicher Wurm. Die mannlichen Exemplare
kommen selten vor und sind an der geringeren Kdrpergréf3e sowie dem typischen, gefdcherten Schwanz zu
erkennen.

Der Wurm fand als Modellorganismus bereits in vielen Pathogenitatsstudien mit Bakterien
Verwendung, wie beispielsweise mit Salmonella enterica, Staphylococcus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis und Yersinia spp. (Aballay et al., 2000; Begun et al., 2007;
Darby et al., 1999; Garsin et al., 2001; Labrousse et al., 2000; Maadani et al., 2007; Spanier et
al., 2010; Styer et al.,, 2005; Sifri et al., 2005; Darby, 2005), von denen auch viele
Krankheitserreger beim Menschen darstellen. C. elegans ernahrt sich prinzipiell von Bakterien,
wodurch er unter einfachen Bedingungen im Labor kultiviert werden kann, jedoch konnte in
diversen dieser Arbeiten gezeigt werden, dass Pathogene dem mechanischen und humoralen
Stress trotzen kdnnen, dem sie im Darm des Wurmes ausgesetzt sind. Infektionen mit
entsprechenden Stammen kdénnen somit durch Fitterung des Wurmes mit den jeweiligen
Bakterien herbeigefuhrt werden. Bei Experimenten, in denen C. elegans mit dem grampositiven
Bakterium Enterococcus faecalis infiziert wurde, konnte beispielsweise ein Faktor gefunden
werden, dessen Deletion auch im Mausmodell zu einer Attenuierung bei der Virulenz fiihrte.
Hierbei handelt es sich um fsrB, welcher Teil eines Quorum-Sensing-Systems darstellt und somit
fir die chemische Kommunikation der Bakterienzellen untereinander wichtig ist (Garsin et al.,
2001). Als weiteres Beispiel konnten durch Untersuchung einer Transposonbank in C. elegans

attenuierte Mutanten von Pseudomonas aeruginosa gefunden werden, welche Defekte in
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regulatorischen Genen aufwiesen. Die Relevanz dieser Gene fir eine Infektion bei héheren

Organismen konnte spater auch im Mausmodell bestatigt werden (Tan et al., 1999).

C. elegans bietet somit als Modellorganismus firr in vivo-Studien mit bestimmten Pathogenen
eine einfache, kostenglnstige und zeitsparende Alternative im Vergleich zur Verwendung von
Zellkultur- oder Mausmodellen, kann jedoch nicht als vélliger Ersatz dienen. Hierbei muss
weiterhin betont werden, dass auf Seiten der Pathogene primér Virulenzfaktoren untersucht
werden kénnen, welche evolutionér konserviert sind, da diese oftmals auch bei unterschiedlichen
Spezies einen d&hnlichen Effekt verursachen (Garsin et al., 2001). Bezogen auf den Wurm lassen
sich wiederum hauptsachlich die Mechanismen der innaten Immunantwort studieren, welche
ebenfalls zu grof3en Teilen konserviert sind, und somit einem ahnlichen Ablauf unterliegen wie

bei Saugetieren.

Unter den grampositiven Bakterien konnte die Pathogenitat gegentber C. elegans fur einige
Vertreter dieser Gruppe wie E. faecalis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus oder
Microbacterium nematophilum bestatigt werden (Garsin et al., 2001; Sifri et al., 2003; Hodgkin et
al., 2000). Wenige Studien haben sich bisher mit der Interaktion von C. elegans und Listeria sp.
beschéftigt. Die Ergebnisse sind ferner sehr kontrovers, unter anderem wurde von einer
verkirzten Lebensspanne nach Fitterung mit L. monocytogenes berichtet (Thomsen et al., 2006;
Forrester et al., 2007), andererseits von einem verlangerten Uberleben der Wiirmer (Guha et al.,
2013). In der zuletzt genannten Studie wurde weiterhin spekuliert, dass C. elegans vermutlich
einen Vektor fir L monocytogenes darstellt, welcher den Bakterien die Verbreitung in der Umwelt
ermoglicht. Dies wirde bedeuten, dass L. monocytogenes im Wurm Uberleben und sich dort
eventuell sogar vermehren kann. Bei einer solchen Interaktion ware C. elegans ein geeignetes
Kolonisierungsmodell zur Untersuchung von Nahrstoffflissen im Darm, zwischen dem Wurm und
L. monocytogenes. Da sich C. elegans auRerdem mit stabilen Isotopen nahezu vollstandig
markieren lasst, konnte hier auch die Methode des Isotopologue Profiling (s. Abschnitt 1.3, 31),

unter Verwendung von 15N, fur die Untersuchung von N-Flissen, eingesetzt werden.

1.5 Ziel der Arbeit und angewandte Methodik
Teil 1: Untersuchung von N-Quellen von L. monocytogenes

Metabolismus-Studien bei Listerien, sowohl in vitro als auch in vivo, haben sich in der
Vergangenheit hauptsachlich mit dem C-Metabolismus beschaftigt. Mit Hilfe von 3C-
Isotopologue Profiling und L. monocytogenes Stammen, welche Mutationen in relevanten Genen
tragen, konnte die Aufnahme und Metabolisierung von Stoffen aus dem Wirt bewiesen und
bestimmte Biosynthesewege rekonstruiert werden (Eisenreich et al., 2006; Eylert et al., 2008;
Eisenreich et al., 2010). Uber den N-Metabolismus von L. monocytogenes gibt es hingegen
bisher nur wenige Daten, und Isotopologue Profiling mit markiertem Stickstoff, analog zu den 13C-
Experimenten, wurde ebenfalls noch nicht durchgefihrt. Studien der letzten Jahre tber den

listeriellen N-Metabolismus beschaftigten sich in vitro hauptsachlich mit dessen Regulation
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(Doroshchuk et al., 2006; Groot Kormelink et al., 2012), z.B. unter dem Einfluss verschiedener
Temperaturen (Kaspar et al., 2014), mit der Identifizierung verschiedener Gene, die im N-
Metabolismus eine Rolle spielen und mit ihrer differentiellen Regulierung beim Wachstum in
Medium im Vergleich zu anderen Wachstumsumgebungen wie eukaryotischen Zellen, Blut oder
dem Darm von Mausen (Joseph et al., 2006; Toledo-Arana et al., 2009). Bisher publizierte Daten
Uber die Nutzung von N-Quellen stammen aus verschiedenen Studien zur Entwicklung von
Wachstumsmedien (s. Abschnitt 1.2.3, S. 22). In diesen Studien lag der Fokus nicht auf der
Identifizierung von N-Quellen, welche auch in vivo relevant sein kdnnten, ebenso wenig wurde
ermittelt, in welchem Ausmalf? Stickstoff aus diesen Quellen tatséchlich fiir den zentralen N-Bedarf

von L. monocytogenes und den Aufbau von Aminosduren eingesetzt wird.

Das Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung des N-Metabolismus von L. monocytogenes
zum einen unter in vitro-Bedingungen, beim Wachstum in einem Minimalmedium (Teil 1), und
zum anderen unter in vivo-Bedingungen, bei der Replikation in C. elegans (Teil 2). Die
Isotopologue Profiling-Methode sollte im ersten Teil dieser Arbeit zunéchst fir die Untersuchung
des N-Metabolismus mit 1°N etabliert werden. Im Anschluss sollten verschiedene N-Quellen von
L. monocytogenes identifiziert und deren Verwendung im Anabolismus von Proteinen bzw. AS
quantifiziert werden. Dabei sollten auRerdem auch Mutanten eingesetzt werden, die Defekte in
am N-Stoffwechsel beteiligten Genen tragen, um mit diesen Ergebnissen genauere Erkenntnisse
Uber den N-Metabolismus von L. monocytogenes gewinnen zu kénnen. Dafir sollten folgende

Versuchsbedingungen angewendet werden:

e Anzucht von L. monocytogenes in einem definierten MM, welches nach dem Rezept fir
MWB hergestellt wird (Premaratne et al., 1991). In diesem Medium ist Glucose die C-
Quelle. Des Weiteren enthélt es Salze, verschiedene AS (unter anderem GIn und Arg),

Eisen, Magnesium und essentielle Vitamine.

e Ersetzen der zu untersuchenden Substrate, falls im Medium vorhanden, mit der
entsprechenden 15N-markierten Substanz. Die Standardrezeptur wird dabei fur die
Versuche jeweils so maodifiziert, dass die Zahl der potentiellen N-Quellen im Medium
beschrankt ist. Fir die Versuche mit 1>N-Ammonium, Ethanolamin und Glucosamin wird

somit kein GIn zugesetzt.

e Aufgrund fehlender Daten Ermittlung der Wachstumsparameter bei der Verwendung von

Ethanolamin und Glucosamin.

e Kultivierung der Bakterien unter Schitteln bei 37 °C bis zur logarithmischen Phase und

anschlieBendes Abtéten mit Natriumazid (NaNs).

e Waschen der Bakterienpellets mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), Autoklavieren

und Lagerung bei -20 °C fur das Isotopologue Profiling.

Die durch Erika Kutzner am Lehrstuhl fir Biochemie (Garching) durchzufihrende, biochemische

Analytik sollte in folgenden Schritten erfolgen:
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e Etablieren der Messparameter fiir die Messung von 5N in den bakteriellen Proteinen.
e Saure Hydrolyse der Proben zur Gewinnung der bakteriellen AS.
e Auftrennen und Untersuchen der AS auf ihren ®N-Gehalt mit GC-MS.

Auf diese Weise sollte herausgefunden werden, welche Substrate L. monocytogenes generell als
N-Quellen verwendet, und in welchem Umfang der Stickstoff aus diesen Quellen fiir den
Anabolismus von Proteinen bzw. AS genutzt wird. Zuséatzlich sollten einzelne der identifizierten
Substrate mit L. monocytogenes Stammen getestet werden, die Mutationen in bestimmten, am
N-Metabolismus beteiligten Genen tragen, um durch eine Veranderung der Isotopen-
Zusammensetzung in den AS dieser Mutanten Rickschlisse auf metabolische Wege ziehen zu

konnen. Abbildung 7 zeigt eine Ubersicht tiber den experimentellen Ansatz.

Teil 2: Untersuchung von Stoffflissen zwischen C. elegans und
L. monocytogenes

Bisherige Pathogenitatsstudien mit C. elegans liefern keine klaren Ergebnisse dariiber, ob sich
L. monocytogenes gegeniber dem Nematoden virulent verhalt, oder ob diese beiden
Organismen in einer symbiotischen Beziehung zueinander stehen (s. Abschnitt 1.4, S. 33). Die
Methode des Isotopologue Profiling wurde in der Vergangenheit mit 13C sowohl in vitro, beim
Wachstum in Medium, als auch in vivo, beim Wachstum in Zellkultur eingesetzt. Fur Studien zur
Messung von Metabolitflissen bei vielzelligen Organismen wie C. elegans wurde Isotopologue
Profiling bislang jedoch nicht verwendet. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte daher zunachst die
Eignung von C. elegans als Kolonisierungsmodell fiir L. monocytogenes untersucht werden. Zu
diesem Zweck sollten Pathogenitatsstudien durchgefuhrt werden, um herauszufinden, in
welchem Umfang L. monocytogenes die Lebensspanne des Wurmes beeinflusst und ob eine
persistente Besiedelung des Nematodendarmes erreicht werden kann. Falls eine Besiedelung
stattfindet, sollte die im ersten Teil der Arbeit etablierte Methode des >N-Isotopologue Profiling
eingesetzt werden, um die N-Flisse zwischen C. elegans als Wirt und L. monocytogenes als
besiedelndes Bakterium untersuchen zu kénnen, und Hinweise dafir zu finden, welche Stoffe
dabei von L. monocytogenes aufgenommen werden. Aufgrund des Neuigkeitscharakters dieses
experimentellen Ansatzes waren samtliche Schritte ebenfalls erst zu entwickeln und zu

etablieren. Dafur sollten folgende Versuchsbedingungen angewendet werden:

e Dokumentieren des Uberlebens von C. elegans nach Fiitterung mit L. monocytogenes

im Vergleich zum Standard Futterstamm E. coli OP50.

e Untersuchung der auf diese Weise ,infizierten* Nematoden tiber einen Zeitraum von einer
Woche auf eine persistente Besiedelung durch Kultivierung auf Selektivagar und

Mikroskopierung.

e Bei gegebener Persistenz Entwicklung einer Methode zur Isolation der Listerien aus dem
Nematodendarm, um eine anschlieBende Untersuchung der Bakterienproteine mit GC-

MS zu ermdglichen.
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e Markierung von C. elegans mit °N und Charakterisierung.

e Untersuchung der Stoffflisse mit Isotopologue Profiling in zwei verschiedenen
Versuchsaufbauten, wobei einmal C. elegans und einmal der Futterstamm E. coli OP50
vorab mit *N markiert werden, um herauszufinden, aus welchen Quellen Listerien im

Nematodendarm ihre N-Zufuhr beziehen.

Die durch Erika Kutzner am Lehrstuhl fiir Biochemie (Garching) durchzufihrende, biochemische

Analytik sollte in folgenden Schritten erfolgen:
e Saure Hydrolyse der Proben zur Gewinnung der bakteriellen AS.
e Auftrennen und Untersuchen der AS auf ihren ®N-Gehalt mit GC-MS.

Eine detaillierte Beschreibung der in dieser Arbeit etablierten und verwendeten Methoden ist in
Kutzner et al. (2016) und Kern et al. (2016) enthalten und weiterhin auch in Teilen in der

Ergebnisdiskussion aufgefihrt.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Identifizierung von N-Quellen von L. monocytogenes (Teil 1)

2.1.1 Entwicklung von *N-Isotopologue Profiling

Die Isotopologue Profiling-Methode wurde bereits erfolgreich fiir die Untersuchung des C-
Stoffwechsels bei L. monocytogenes eingesetzt. Hierbei konnte mit Hilfe von 13C-markierten
Substanzen der C-Metabolismus in vitro oder unter in vivo-Bedingungen, beim Wachstum in
eukaryotischen Zellen, weiter charakterisiert werden (Eisenreich et al., 2006; Eylert et al., 2008;
Grubmililler et al., 2014; Joseph et al., 2008; Eisenreich et al., 2010). Fir den N-Metabolismus
wurde diese Methode bisher nicht verwendet, weswegen zunéchst ein Protokoll etabliert werden
musste, welches Isotopologue Profiling fir den Einsatz von 15N nutzbar macht. Hierfir wurde
L. monocytogenes in Standard-MM angezogen. Aus den Bakterienpellets wurden die einzelnen
AS mittels saurer Hydrolyse gewonnen. Trp, Met und Cys werden unter diesen Bedingungen
abgebaut, weswegen deren Detektion mit dieser Methode nicht mdéglich ist. Asparagin (Asn) und
GIn werden zu Asp und Glu hydrolysiert, die *®N-Werte fir Asp und Glu beinhalten somit auch
diese fur Asn bzw. GIn. Alle sonstigen, messbaren AS konnten bei der GC-MS-Analyse klar

voneinander differenziert werden (Tab. S3 in Kutzner et al., 2016).

Im nachsten Schritt wurden zur Etablierung der *N-Detektion eine Standardlésung von [U-
15N4JArg sowie ein 15N-Algal-Aminoséuremix gemessen. Hierbei konnten solide Daten dartber
generiert werden, welche AS generell 15N enthalten und, im Falle der AS mit mehr als einem N-
Atom (Lys; Histidin, His; Arg), wie viele dieser N-Atome markiert sind (Tab. S2 und S4 in Kutzner
et al., 2016). Durch die Analyse solcher Fragmente kdnnen Rickschlisse auf den Metabolismus
der AS gezogen werden, da die Anzahl der markierten Atome im Molekil in direktem
Zusammenhang mit den zugrundeliegenden, enzymatischen Reaktionen steht. AS enthalten in
ihrem Grundgerust ein N-Atom in der Aminogruppe. Je nach Beschaffenheit der Seitenkette
kommen null bis vier weitere N-Atome hinzu. Beim lonisierungsprozess von His (3 x N) und Arg
(4 x N) entstehen Fragmente, die nur aus der Imidazol- oder Guanidin-Seitenkette bestehen,
sodass bei diesen AS die Lage des markierten N-Atoms bestimmt werden kann, ob dieses sich
also im Grundgerist, in der Seitenkette oder neben dem o-C-Atom befindet. Bei Lys (2 x N)
entsteht nur ein Fragment, somit kénnen mit GC-MS bei dieser AS keine genaueren Aussagen
Uber die Lage des markierten Stickstoffs getroffen werden. Der Grol3teil aller AS enthélt jedoch

nur ein N-Atom.

Im Gegensatz dazu befinden sich im Grundgerist jeder AS zwei C-Atome sowie weitere in den
Seitenketten, sodass jede AS insgesamt zwei (Gly) bis elf (Trp) C-Atome besitzt. Bei 13C-
Experimenten spielt die Positionsauflosung der markierten Elemente somit eine gréf3ere Rolle
und die Mdglichkeiten, Uber diese Informationen bestimmte Synthesewege zu rekonstruieren,
sind daher bei der Untersuchung des C-Metabolismus weitaus umfangreicher. In dieser Arbeit

sollte belegt werden, aus welchen Quellen und in welchem Umfang L. monocytogenes Stickstoff
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fur den Anabolismus von AS zur Bildung von Proteinen verwendet. Die Methode, unter Nutzung
von stabilen N-Isotopen und Messung uber GC-MS, lieferte hierfir ausreichende Daten, um
diverse Substrate zu identifizieren und deren Nutzung charakterisieren zu kénnen, und ist in der
folgenden Abbildung 9 dargestellt:
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Abbildung 9: >N-Isotopologue Profiling.

L. monocytogenes proliferiert in einem MM, dem mit >N-markierte Substanzen als potentielle N-Quellen
zugesetzt werden. Diese werden dabei entweder direkt in Proteine eingebaut oder aber degradiert und fiir
den Anabolismus anderer N-haltiger Komponenten verwendet. Die listeriellen Proteine werden im Anschluss
hydrolysiert. Die Auftrennung der TBDMS-AS zur Detektion von !°N-Mustern in AS erfolgt Uber
Gaschromatografie und Massenspektrometrie (GC-MS). Die Massenverhaltnisse werden durch SN
verandert (modifiziert nach Eisenreich et al., 2010).

2.1.2 L. monocytogenes nimmt AS auf und bevorzugt den Direkteinbau in Proteine

Zur Charakterisierung einzelner Substrate, die fir ein Wachstum bei Bakterien essentiell sind
oder wachstumsférdernd wirken, bieten sich definierte Ndhrmedien an. Ein solches MM wurde
auch fur die Identifizierung von N-Quellen, die L. monocytogenes aufnimmt, verstoffwechselt und
fur den Aufbau von AS nutzt, eingesetzt. Dabei wurden die Bakterien zunéchst in einem Medium
angezogen, in dem anstelle der AS ein vollmarkierter *N-Algal-Aminosauremix zugegeben
wurde. Dieser Mix, welcher auch zur Etablierung der Messparameter verwendet wurde (s.
Abschnitt 2.1.1, S. 39), enthélt kein Cys, Asn, Trp und GIn, weshalb zusétzlich unmarkiertes, fur
Listerien essentielles Cys zugegeben wurde. L. monocytogenes zeigte wildtypisches Wachstum,
Asn, Trp und GIn kénnen unter diesen Bedingungen also selbst synthetisiert werden. Bei allen
AS, deren >N-Gehalt quantifiziert wurde, war eine hohe Gesamtanreicherung messbar, welche
fuir His (87%) und Arg (87%) am héchsten, und fur Asp (67%) und Thr (67%) am niedrigsten war
(Abb. 1A, Kutzner et al., 2016).

Diese hohen Einbauraten zeigen, dass samtliche AS durch die Listerien effektiv aufgenommen

und héchstwahrscheinlich zu einem grof3en Teil direkt fir den Proteinaufbau eingesetzt wurden.
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Da bis auf Cys samtliche AS im Medium markiert waren, kann mit dieser Methode nicht genau
festgestellt werden, inwiefern einzelne AS abgebaut wurden, um deren Stickstoff fir den
Anabolismus anderer AS zu nutzen. Bei gleichzeitiger Verwendung von markierten und
unmarkierten N-Atomen in den Ausgangssubstraten wirde dies zu gemischten Isotopologen-
Mustern in AS mit mehr als einem N-Atom (Lys, His, Arg) fihren. Viele AS stellen nicht nur gute
N-Quellen dar, sondern dienen au3erdem auch als C- und Energielieferanten. Durch direkten
Einbau von AS anstatt ihrer Synthese kann eine schnellere Proliferation unter weniger
Energieaufwand stattfinden (Marin und Kramer, 2009), was auch hier den unmittelbaren Einbau
aufgrund des reichhaltigen AS-Angebotes erklart. Eine gute Ausstattung mit verschiedenen
Transportern ist weiterhin wohl auch unter in vivo-Bedingungen, bei der Proliferation im Darm
oder in Epithelzellen, und der damit einhergehenden Veranderung des Nahrstoffangebots, von
groRer Bedeutung (Borezee et al., 2000; Schauer et al., 2010; Fuchs et al., 2012b).
L. monocytogenes besitzt dafir ein groles Repertoire an AS- und Oligopeptid-
Aufnahmesystemen. Tab. S1 aus Kutzner et al. (2016) zeigt hierzu eine Ubersicht der bisher
bekannten Transporter des listeriellen N-Metabolismus. Viele dieser Transporter sind beim
Wachstum in verschiedenen Umgebungen wie BHI, Blut oder dem Darm differentiell reguliert,
was die bakterielle Anpassung an solch unterschiedliche Milieus ermdéglicht (Toledo-Arana et al.,
20009).

GIn, welches nicht im 1°N-AS-Mix enthalten war und fur viele Bakterien eine optimale N-Quelle
darstellt (Hu et al., 1999; Débarbouillé und Fisher, 2002), scheint unter dem Uberangebot der
enthaltenen AS fir ein normales Wachstum nicht notwendig zu sein. GIn kann Uber die Glutamat-
Ammonium-Ligase (GS) aus NHs* und Glu gebildet werden (s. Abbildung 5). Neben Glu kommt
GIn eine zentrale Rolle im N-Stoffwechsel zu, da diese beiden AS als Aminogruppen-Donoren fiir
den Aufbau anderer AS und fir Nucleotide fungieren. Die maximalen 15N-Einbauraten von nur
88 % in den listeriellen AS deuten darauf hin, dass die fehlenden 12 % aus einer weiteren,
unmarkierten N-Quelle stammten. Die im Medium befindlichen Vitamine Riboflavin, Thiamin und
Biotin kdnnen als zusétzliche N-Donoren ausgeschlossen werden, da deren Konzentration fir
Markierungswerte in dieser Héhe zu gering ist. Das essentielle, unmarkiert hinzugefiigte Cys
konnte durch weiterfihrende Versuche ebenfalls ausgeschlossen werden, da Cys kaum fir die
de novo-Biosynthese der AS verwendet wurde (s. Abschnitt 2.1.7, S. 49). Da die Messungen des
AS-Mixes bei der Etablierung der Methode die vom Hersteller angegebenen durchschnittlichen
Markierungsraten von 98°% in den einzelnen AS bestétigten (Tab. S4 in Kutzner et al., 2016),
muss angenommen werden, dass der AS-Mix mit weiteren, unmarkierten N-Quellen kontaminiert

war.

2.1.3  Ammonium und Glutamin sind Haupt-N-Quellen fir die AS-Synthese

Da die gleichzeitige Verwendung verschiedener, markierter AS keine detaillierteren Einblicke in
die Metabolisierung einzelner AS erlaubt, wurde eine Reihe dieser Substrate in Bezug auf ihre
Bedeutung als N-Quelle separat getestet und L. monocytogenes in markierter Form wahrend der
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Proliferation in MM zugefuhrt. Gln und NH4Cl konnten dabei als wichtige N-Quellen identifiziert
werden, wobei der von diesen Quellen stammende Stickstoff Einbauraten von bis zu 46 % (JU-
15N2]GIn) bzw. 47 % (*>NHa4CI) in allen messbaren AS zeigte (Abbildung 10 und Abb. 2A in Kutzner
et al., 2016).

60% -
50%
40%
30% [U-15N;]GIn
20% 15NH4CI

10%

15N-Gesamtanreicherung

0%

Ala Asp Glu Gly Ser Val lle LeuPro ThrPhe Tyr Lys His Arg
Aminoséaure

Abbildung 10: ®>N-Einbauraten in listeriellen AS beim Wachstum in MM mit [U-15N2]GIn oder >NH4CI
in Gegenwart von Arg.

Die hohen Einbauraten von bis zu 46 % ([U-5N2]GIn) bzw. 47 % (*NH4Cl) in allen messbaren listeriellen
AS zeigen, dass GIn und Ammonium wichtige N-Quellen darstellen. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten.

Waren beide Substrate im Medium vorhanden, wurde aus NH4Cl stammender Stickstoff
bevorzugt verwendet (Abb. 2B in Kutzner et al., 2016). His wurde in allen Experimenten
hauptsachlich aus dem Medium aufgenommen und nur in sehr geringen Raten von maximal 5 %
selbst synthetisiert. Die maximalen >N-Einbauraten von unter 50 % deuten darauf hin, dass
neben GIn oder NH4Cl auch andere im MM vorhandene, unmarkierte Substrate fur den Aufbau
von AS verwendet werden.

In beiden Experimenten zeigten die Markierungsmuster der BCAAs Val, Leu und lle, dass diese
trotz ihrer Anwesenheit im MM auch in Raten von 23-25 % (GIn) bzw. 24-28 % (NH4ClI) de novo
synthetisiert wurden, und zwar unter Nutzung der von GIn oder NHiCl stammenden
Aminogruppen. Arg und His, welche beide im Medium vorhanden waren, wurden hingegen nur in
geringen Mengen von unter 5 % von den Listerien selbst aufgebaut. Dass manche Substrate trotz
ihres Vorhandenseins im Medium zusétzlich noch zu einem Teil von den Bakterien selbst
hergestellt werden unterstreicht abermals die enorme Komplexitat, mit der L. monocytogenes
seinen N-Metabolismus zu regulieren scheint. Bei 76 % (GIn) bzw. 70 % (NH4ClI) der markierten
Lys-Molekile war nur eines der beiden N-Atome (M + 1) markiert (Abb. S2A in Kutzner et al.,
2016). Der Einbau nur eines markierten N-Atoms aus Gln oder NH4Cl statt zwei N-Atomen ist

deshalb wahrscheinlicher, da bei der Biosynthese von Lys zwei Enzyme bengtigt werden, namlich
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die Aspartat-Transaminase (Imo1897), fur die Konvertierung des Vorlaufers Oxalacetat zu Asp,
und eine zweite Aminotransferase (Imo1006), zur Aminierung von dessen Seitenkette (Abbildung
6). Welches dieser beiden N-Atome markiert war, konnte mit GC-MS nicht ermittelt werden. Die
beiden anderen AS mit mehr als einem N-Atom, His und Arg, waren hauptsachlich M + 1 markiert
in der am a-C- Atom befindlichen Aminogruppe, ohne Verénderung der Imidazol- oder Guanidin-
Seitenketten. Diese Markierungsmuster der AS kdnnten somit auf eine komplexere Synthese aus
verschiedenen Vorgangermolekilen hindeuten, jedoch lassen sich aufgrund der geringen
Einbauraten keine weiteren soliden Erkenntnisse aus den Markierungsmustern dieser beiden AS

gewinnen.

Beim Wachstum mit >NH4Cl war die Gesamtanreicherung der einzelnen AS mit >N hoher als
beim Wachstum mit [U-15N2]GIn (Abb. 2A in Kutzner et al., 2016). Die gleichzeitige Zugabe beider
Substrate in aquimolaren Konzentrationen konnte dieses Ergebnis weiter bestatigen. 1°N aus
15NH4CI zeigte 1,2-fach (Glu) bis 2,1-fach (Ala) héhere Einbauraten in den messbaren AS als °N
aus [U-15N2]GIn (Abb. 2B in Kutzner et al., 2016). Die Markierungsmuster von Lys zeigten beim
Wachstum mit >NH4ClI 1,6-fach mehr (M + 2)-Molekiile verglichen mit dem korrespondierenden
Experiment, bei dem [U-13N2]GIn eingesetzt wurde (24 % gegeniber 15 %), L. monocytogenes
scheint daher unter in vitro-Bedingungen exogenes NH4Cl exogenem GIn vorzuziehen, und
Stickstoff aus NH4Cl effizienter in AS einzubauen. Dies steht im Gegensatz zum Wachstum bei
B. subtilis, bei dem GIn die ideale N-Quelle darstellt (Hu et al., 1999) und konnte auch speziell
bei niedrigeren Wachstumstemperaturen von 24 °C nachgewiesen werden. Eine mdgliche
Theorie hierfiir wurde so formuliert, dass der Mehrverbrauch von a-Ketoglutarat fir den Aufbau
von Glu beim Wachstum mit Ammonium im Vergleich zu dem mit GIn den Fluss im oxidativen
Zweig des Citratzyklus verstarkt und somit zu besseren Proliferationsbedingungen fuhrt, wofur
auch die leicht erhdhte Transkription von Genen des Citratzyklus, wie Imo1566 (Isocitrat-
Dehydrogenase) und Imol1641 (Aconitase), beim Wachstum mit Ammonium sprechen wiirde
(Kaspar et al., 2014).

NH4CI wird tUber den Transporter NrgA (Imol1516) in die Bakterienzelle geschleust. Dieser wird
bei N-Mangel vom Transkriptionsregulator TnrA aktiviert. Bei der Vermehrung im Cytosol sind die
Gene fur den Transport und auch fir die Nutzung von NH4Cl hochreguliert. Dies steht im
Widerspruch zu der Annahme, dass intrazellular wenig freies NH4ClI verfugbar sein kann, da es
in groRen Mengen toxisch ist (Joseph et al., 2006). Trotzdem wird vermutet, dass NH4Cl wahrend
der listeriellen Replikation innerhalb von Zellen eine wichtige N-Quelle darstellt. Dies kénnte auch
auf andere (v. a. enterische) Bakterien zutreffen, da mit NH4Cl die schnellsten Wachstumsraten
erreicht werden kénnen und die Nutzung weiterer N-Quellen in Anwesenheit von NH4CI
unterbunden wird (Fisher, 1999; Reitzer, 1996). Solch eine Inhibierung kdnnte auch mit eine Rolle
spielen, warum L. monocytogenes bei gleichzeitiger Anwesenheit von GIn und NH4ClI letzteres
effizienter verwertet und weniger Stickstoff aus Gin in die AS einbaut, als beim Wachstum mit nur
dieser Quelle. Enterische Bakterien weisen unter Verwendung von NH4Cl die geringsten Mengen
an GS auf, welche bei der Assimilierung von NH4Cl Uber GS/GOGAT eine wichtige Rolle spielt.

Die Bildung von GIn Gber GS aus NH4Cl und Glu, welches als N-Donor fir die Biosynthese von
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ungeféahr 85 % der N-haltigen Zellkomponenten dient, ist jedoch der einzige Weg zur Biosynthese
von GIn (Abbildung 5). Dieser AS kommt eine zentrale Rolle zu, da sie sowohl als Baustein fur
Proteine als auch als N-Quelle fiir die Synthese von ungefahr 15 % der N-haltigen Molekiile in
der Zelle verwendet wird (Fisher, 1999).

Bei His waren auch bei gleichzeitigem Vorhandensein von GIn und NH4Cl, &hnlich zu den
Einzelexperimenten, nur sehr geringe >N-Einbauraten von 3 % (GIn) und 5 % (NH4Cl) messbar,
was zeigt, dass His hauptsachlich aus dem Medium aufgenommen wird, obwohl
L. monocytogenes auch alle notwendigen Gene fiur die Biosynthese dieser AS aus
Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) besitzt (Glaser et al., 2001).

2.1.4  Arginin wird direkt eingebaut und nicht fir den AS-Aufbau verwendet

Arg wurde unter Verwendung von 23 % ([U-5N2]GIn) bzw. 37 % (*>NHa4CI) >N aus diesen Quellen
de novo synthetisiert, wenn es nicht im Medium vorhanden war (Abb. 2B in Kutzner et al., 2016).
Diese Werte sind vergleichbar mit denen aller anderen AS, die in diesen Experimenten gemessen
wurden. Bei Anwesenheit von Arg konnten nur geringe Mengen (2—-3 %) an N aus [U-1°N2]GIn
darin gemessen werden, was auf eine geringe Neusynthese hindeutet (Abb. 2A in Kutzner et al.,
2016). Alle anderen messbaren AS wurden, wenn sie im Medium vorhanden waren, in samtlichen
durchgefiihrten Wachstumsversuchen auch zu groReren Teilen de novo synthetisiert.
L. monocytogenes zieht es somit vor, die AS Arg aufzunehmen und direkt in Proteine einzubauen,

ohne den Vorrat durch selbst synthetisiertes Arg weiter aufzuftllen.

Die Verwendung von Stickstoff aus Arg fir den Anabolismus anderer AS wurde mit Hilfe von [U-
15N4JArg untersucht. Beim Wachstum mit diesem Substrat konnte gezeigt werden, dass es sehr
effizient aufgenommen wurde, was zu Markierungswerten von 80 % flihrte, jedoch wurde es nicht
degradiert und fur den Aufbau anderer AS verwendet, da in diesen kaum >N gemessen werden
konnte (Abbildung 11). Der daflir bendtigte Stickstoff wurde somit von Gln, welches in geringer
Menge von 0,5 mM zugegeben wurde, um generell listerielles Wachstum zu ermdéglichen, und
den anderen in dieser Arbeit ermittelten N-Quellen bezogen. Die Tatsache, dass
L. monocytogenes ohne Zugabe von GIn oder Ammonium in diesem Medium nicht wachsen
kann, war bereits ein erster Hinweis darauf, dass Arg hier keine ausreichende N-Quelle darstellt.
Die Arg-Isotopenmuster hingen stark von der An- oder Abwesenheit dieser AS im Medium ab.
56 % der Arg-Molekiile waren beim Wachstum mit [U-13Ns]Arg vollstandig an allen vier N-Atomen
(M + 4) markiert, was den direkten Einbau von Arg in die bakteriellen Proteine bestétigt. Bei 43 %
der Arg-Molekiile waren nur drei der N-Atome markiert (M + 3), somit muss das a-1°N-Atom durch
14N aus einer anderen Quelle ersetzt worden sein, da die Seitenkette vollstandig markiert war
(Abb. S2 in Kutzner et al., 2016). Dies deutet abermals darauf hin, dass kaum de novo-
Biosynthese von Arg stattfindet, wenn diese AS auch im Medium vorhanden ist, was theoretisch
durch Repression der anabolen Arg-Gene durch Anwesenheit dieser AS verursacht werden
kénnte (Ryan et al., 2009). Der Austausch des a-N-Atoms konnte auch in den Experimenten mit

[U-15N2]GIn und SNH4CI beobachtet werden, bei denen Arg im Medium zugegeben wurde (Abb.
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S2A in Kutzner et al., 2016). Markiertes Arg lag in diesen beiden Experimenten nur in geringen
Mengen von 2 % vor. Dabei handelte es sich hauptséchlich um (M + 1)-Isotopomere, was zeigt,
dass der Austausch des N-Atoms trotz der Anwesenheit ausreichender N-Quellen stattfindet. Arg
kénnte somit méglicherweise, ohne dabei abgebaut zu werden, als N-Donor fiir die Synthese von

nicht-proteinhaltigen Molekilen, wie Nucleotiden oder Aminozuckern, dienen.
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Abbildung 11: **N-Einbauraten in listeriellen AS beim Wachstum in MM mit 5N-Arg.

Arg zeigte die hochste ®N-Anreicherung und wurde somit effektiv aufgenommen. Die geringen Werte in
allen anderen messbaren listeriellen AS belegen, dass Arg nicht als N-Quelle fir andere AS verwendet
wurde. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten.

Ohne Arg im Medium wird dieses unter Verwendung von Stickstoff aus [U-15N2]GIn und 5NH4ClI,
in Kombination mit unmarkiertem Stickstoff, neu synthetisiert, da unter diesen Umstéanden alle
moglichen Kombinationen an Arg-Molekilen, also mit ein bis vier markierten N-Atomen,
gemessen werden konnten (Abb. S2B in Kutzner et al., 2016). Stickstoff aus Ammonium wird

bevorzugt, da bei den Experimenten mit *>NH4CI ein groRerer Anteil an (M + 3)- und (M + 4)-
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Isotopomeren gefunden wurde im Vergleich zum Wachstum mit [U-1°N2]GIn. Dies kann durch den
Biosyntheseweg von Arg erklart werden, der von Glu ausgeht, welches das neben dem a-C-Atom
gelegene N-Atom liefert (Abbildung 6). Glu wird dabei durch die Transaminierung der
Carboxygruppe in der Seitenkette mit Hilfe eines weiteren Molekiils Glu zu Ornithin umgeformt,
sodass zwei der bendtigten N-Atome bereits von Glu geliefert werden. Die N-Atome der Guanidin-
Seitenkette hingegen stammen von einem Molekil Ammonium, das aus Carbamoylphosphat
gewonnen wird, und einem weiteren N-Atom, welches von Asp Ubertragen wird. Somit fiihrt das
Wachstum mit NH4Cl zu heterogeneren, >N-markierten Substraten, die eher zu einer Bildung von
(M + 3)- und (M + 4)-Isotopomeren fiihrt.

B. subtilis nutzt Arg oder Ammonium in Abwesenheit der bevorzugten N-Quelle Glutamin (Detsch
und Stilke, 2003; Fisher, 1999). Im Gegensatz dazu konnte fir L. monocytogenes die
Verwendung von Arg als N-Quelle unter den gegebenen experimentellen Bedingungen widerlegt
werden. Beim Abbau von Arg in Ornithin, Ammonium und CO: sind drei Enzyme beteiligt, die
zusammen das Arginin-Deiminase-(ADI)-System bilden (Abbildung 12), namlich die Arginin-
Deiminase ADI (Imo0043), die katabole Ornithin-Carbamoyltransferase cOTCase (Imo1587) und
die Carbamat-Kinase CK (Imo0039), fur die homologe Gene bei L. monocytogenes bestatigt
werden konnten (Cunin et al., 1986; Glaser et al., 2001). Ein Mol Arg fihrt Gber das ADI dabei zu
zwei Molen Ammonium. Die Aktivitat der Gene dieses Systems bei L. monocytogenes konnte
bereits experimentell belegt werden. Hierbei wurde gezeigt, dass das ADI-System beim
Wachstum und dem Uberleben unter sauren pH-Werten eine Rolle spielt, und dass die ADI-Gene
bei solchem, unter anaeroben Bedingungen und aul3erdem in Anwesenheit von Arg verstarkt
exprimiert werden (Ryan et al., 2009). Das ADI System ist bei L. monocytogenes das einzige
System zum Abbau von Arg. B. subtilis besitzt hingegen noch andere Abbauwege fir Arg,
namlich Uber eine Arginase, welche zur Bildung von Harnstoff und Ornithin fihrt, Gber eine
Stickstoffmonoxid-Synthase-Oxygenase (nosA) die Stickstoffmonoxid bildet, und Uber eine
Arginin-Decarboxylase und eine Agmatinase (speAB), welche aufeinanderfolgend Agmatin und
Putrescin bilden. Generell scheint das ADI-System bei der Pathogenitat bedeutend zu sein, so
konnte bereits eine Modulation durch die Virulenzregulatoren PrfA und SigB gezeigt werden
(Ryan et al., 2009). Bei Streptococcus pyogenes waren Mutanten im Gen arcA (Arginin-
Deiminase) in ihrer Fahigkeit, in Zellen zu gelangen, inhibiert (Degnan et al., 2000), Streptococcus
suis zeigte starke Attenuierung in Epithelzellen bei Mutation des Arginin-Ornithin-Antiporters ArcD
(Fulde et al., 2014). Fir L. monocytogenes wurde im Mausmodell gezeigt, dass die Gene arcA
und argR (Arginin-Repressor) bei der Replikation in der Milz eine Rolle spielen. Ein weiterer
Hinweis darauf ist auBerdem, dass sechs der Gene aus dem ADI-Cluster bei dem nicht-

pathogenen Stamm L. innocua nicht vorhanden sind.

Obwohl die Aktivitat fur experimentelle Bedingungen wie neutraler pH und Anwesenheit von Arg,
wie in dieser Arbeit verwendet, bereits nachgewiesen werden konnte (Ryan et al., 2009), wurde
kein Einbau von 1°N aus degradiertem Arg, welches in NHs+ resultiert, in andere AS beobachtet,
was vermuten lasst, dass das ADI-System bzw. der katabole Zweig davon unter den hier

verwendeten Bedingungen nicht aktiv war. Fir intrazellular replizierende Listerien konnte gezeigt
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werden, dass die Synthese von Arg unter diesen Bedingungen induziert wird (Hain et al., 2007),
und Arg somit entweder keine reichhaltig vorhandene N-Quelle in eukaryotischen Zellen darstellt
oder aber zusatzlich de novo synthetisiertes Arg fir den komplexen Metabolismus von

L. monocytogenes notwendig ist.

ADI-System

Arginin-Biosynthese Arginin

' : Cyloplasma
Arginin «c--.- {esesi+ 3= Arginin Ornithin

ArgH i Citrullin

t .

ArgG f w

ArgE ; Carbamoyl-P + NH;
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ArgC ADP

Glutamat NH; + CO;

Abbildung 12: Schematische Ansicht des Arginin-Deiminase-Systems (ADI).

Drei Enzyme bilden den Abbauweg, namlich die Arginin-Deiminase (arcA), die katabole Ornithin-
Carbamoyltransferase (arcB) sowie die Carbamat-Kinase (arcC). Arg wird dabei tiber den Arginin:Ornithin-
Antiporter ArcD in die Zelle transportiert. Zwei Mol Ammonium und ein Mol ATP werden pro Mol Arg, welches
abgebaut wird, generiert. Intrazellulares Arg, das aus Glutamat gewonnen wird, kann ebenfalls in das ADI-
System eingeschleust werden (modifiziert nach Ryan et al., 2008).

2.1.5 BCAAs werden sowohl direkt eingebaut als auch katabolisiert

Da die Verwendung von *NH4Cl oder [U-1*N2]GIn zu keiner vollstdndigen Markierung (33—46 %)
in den AS fihrte und Arg als N-Donor ausgeschlossen werden konnte, wurden weitere, potentielle
N-Quellen aus dem Medium in markierter Form eingesetzt. Die BCAAs verbessern durch ihre
Anwesenheit im Medium die listerielle Wachstumsrate (Joseph und Goebel, 2007), was auf eine
wichtige Rolle im Metabolismus hindeutet. Beim Wachstum mit *N-Leu, *N-lle oder >N-Val
konnten in allen anderen messbaren AS Markierungswerte von 10-20 % erreicht werden,
ausgenommen von His und Arg (Abb. 3 in Kutzner et al.,, 2016). Diese beiden AS waren im
Medium vorhanden und wurden bevorzugt aufgenommen. Val, lle und Leu selbst wurden neben
ihrem Abbau auch direkt fir den Proteinaufbau verwendet, was an der hoheren 15N-
Gesamtanreicherung der BCAAs im Vergleich zu allen anderen AS erkennbar war. Die
Katabolisierung der BCAAs erfolgt Uber spezifische Transaminasen und fiihrt zur Bildung von
15N-Glu, und dariiber letztendlich zum Einbau markierter N-Atome in AS. Die drei BCAAs dienten
L. monocytogenes wahrend des Wachstums in MM somit als N-Quelle, obwohl GIn im Medium
vorhanden war. Im direkten Vergleich wurde Stickstoff aus 1°N-Leu oder °N-lle in gréRerem MalRe
in andere AS eingebaut als Stickstoff aus 1°N-Val, was wiederum bedeutet, dass weniger Leu und
lle direkt in Proteine eingebaut wurde. Die Isotopologen-Muster zeigten &hnliche Ergebnisse wie
bei den Versuchen mit [U-**N2]GIn (Abb. S3 in Kutzner et al., 2016).
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Auch bei Experimenten mit 13C war beim Wachstum von L. monocytogenes in Zellen trotz der
Zugabe von BCAAs eine zumindest geringe Synthese dieser AS messbar, welche aul3erdem mit
der Aktivitat von PrfA zusammenhangt und somit bei der Virulenz eine Rolle zu spielen scheint.
Die Anwesenheit von Glucose als C-Quelle scheint auRerdem ebenfalls zu einer verminderten
BCAA-Biosynthese zu fuhren (Eisenreich et al., 2006; Slaghuis et al., 2007). Der bevorzugte
Direkteinbau von AS konnte auch bei Infektionsexperimenten in Zellkultur gezeigt werden, bei
denen diese in 13C-markierter Form in den Stoffwechsel eingeschleust wurden. Wahrend der
intrazellularen Replikation von L. monocytogenes stellten AS nicht die hauptsachlichen C-
Lieferanten fur die Kohlenstoffgertste zur AS-Biosynthese dar. Stattdessen schien die Mehrzahl
der glykogenen und ketogenen AS direkt in Proteine eingebaut zu werden, moglicherweise
aufgrund einer Knappheit an essentiellen, katabolen Intermediaten (Grubmiller et al., 2014).
Mutierte Stdmme von L. monocytogenes, die keine der drei verzweigtkettigen AS synthetisieren
konnten, waren in der Replikation innerhalb von Zellen und somit in ihrer Virulenz inhibiert, nicht
jedoch solche Stamme, die auxotroph waren fiir andere AS wie Phe, Gly oder Pro (Marquis et al.,
1993). Die de novo-Synthese der BCAAs unter intrazellularen Wachstumsbedingungen konnte
auch in einer Transkriptomstudie nachgewiesen werden. Die Gene fir die Biosynthese von lle
und Val waren in dieser Studie bei L. monocytogenes hochreguliert und eine Mutante im Gen ilvD
(Dihydroxysaure-Dehydratase), welches fir die Synthese dieser AS notwendig ist, war beim
Wachstum in Epithelzellen attenuiert (Hain et al., 2007). Die BCAAs scheinen daher fir
L. monocytogenes, auch in Bezug auf die Virulenz, eine wichtige Rolle zu spielen. Da ihre
Synthese von einigen grundlegenden katabolischen Vorlaufermolekilen (Oxalacetat, Pyruvat
und Acetyl-CoA) abhéngt, stellen die BCAAs auch einen wichtigen Indikator fir den generellen

Erndhrungsstatus der Bakterienzelle dar (Slaghuis et al., 2007).

2.1.6  Methionin wird als N-Quelle verwendet

Neben den bereits bestatigten N-Quellen Gin, Ammonium und den BCAAs wurden aul3erdem die
fur L. monocytogenes essentiellen AS Met und Cys getestet. Beim Wachstum mit >N-Met
konnten Anreicherungswerte von 3—28 % gemessen werden (Abb. 4 in Kutzner et al., 2016). Bei
allen bisherigen Experimenten mit >N-markierten Substanzen war die automatische, programm-
basierte Auswertung von Met nicht durchfiihrbar, da Met leicht oxidiert wird (Pickering und
Newton, 1990) und die Anzahl der intakten Met-Molekiile nach der sauren Hydrolyse somit zu
gering fiir die GC-MS Analyse war. Durch manuelle Auswertung konnte in diesem Experiment
jedoch fiir Met eine 15N-Anreicherung von 66 % festgestellt werden. Am geringsten war der 15N-
Anteil fir His und Arg, da diese AS direkt aufgenommen und in Proteine eingebaut werden.
Uberraschend waren die Werte fiir Phe und Tyr, die signifikant hoher waren als in den
vorhergehenden Experimenten (28 % bzw. 21 %). Dies kdnnte mdglicherweise dadurch erklart
werden, dass die Transaminierung von Asp, Cys, Phe und Tyr vom gleichen Enzym katalysiert
wird, namlich der Aspartat-Aminotransferase (Imol1897). Dieses Enzym setzt Glu zu o-
Ketoglutarat um und katalysiert auch die umgekehrte Reaktion. 1N-Met wird zunachst zu Cys

abgebaut, welches dann anschlieend durch die Aspartat-Aminotransferase tUber den Transfer
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eines markierten Stickstoff-Atoms von Met auf a-Ketoglutarat transaminiert wird, wodurch Glu
entsteht. Aus diesem 15N-GIn wird durch das gleiche Enzym wiederum Phe und Tyr gebildet.
Trotz dieser Katabolisierungsreaktionen wurde Met zu einem Grof3teil allerdings direkt in die
listeriellen Proteine eingebaut, was zu den hohen Markierungswerten von bis zu 65 % in Met
fuhrt. Ein Restanteil von 35 % wurde allerdings de novo synthetisiert, in Anwesenheit von Cys,
welches einen direkten Vorlaufer in der Met-Synthese darstellt. His, Lys und Arg zeigten ahnliche
Isotopenmuster wie in den Experimenten mit den BCAAs (Abb. S2C in Kutzner et al., 2016), was
die Desaminierung von Met bestatigt. Met konnte hier als weitere N-Quelle belegt werden, wenn
auch zu geringeren Anteilen im Vergleich zu allen anderen identifizierten Substraten. Eine
Ursache daftir kénnte der komplexere Abbauweg dieser AS darstellen. Des Weiteren legt die
Tatsache, dass Met von L. monocytogenes nicht selbst synthetisiert werden kann, die Vermutung

nahe, dass diese AS bevorzugt aufgenommen und direkt verstoffwechselt wird.

2.1.7 Cystein wird hauptséachlich direkt in Proteine eingebaut

Cys kann Uber die Cystathionin-B-Lyase (Imo01679) zu Pyruvat und Ammonium abgebaut werden.
Beim Wachstum mit 1N-Cys konnten jedoch nur sehr geringe 15N-Werte in den AS gemessen
werden. Die maximalen Einbauraten lagen bei 3 % fiir Ala und 2,5 % fir Thr, bei allen anderen
AS bei unter 1,5 % (Abb. 4 in Kutzner et al., 2016). N-Atome aus Cys werden somit grundséatzlich
zwar in andere AS eingebaut, jedoch nur zu einem sehr geringen Anteil. Diese Vermutung wurde
auch durch ein weiteres Experiment bestéatigt, bei dem L. monocytogenes mit dem °N-
Aminosauremix plus ®*N-Cys angezogen wurde, und bei dem die >N-Gesamtanreicherungen in
den AS durch die zusatzliche, markierte N-Quelle nicht anstiegen (nicht gezeigt).
L. monocytogenes kann diese AS nicht selbst synthetisieren und verwendet sie daher unter
diesen Bedingungen scheinbar ausschlie3lich fiir den Direkteinbau in Proteine.
L. monocytogenes EGD-e besitzt die Gene zur Synthese von Met Uiber L-Homocystein (Glaser et
al., 2001), jedoch nicht fir den Aufbau von Cys. Einige andere Listerienstamme sind jedoch fir
das Wachstum auch auf die Zugabe von Met angewiesen (Friedman und Roessler, 1961;
Premaratne et al., 1991; Tsai und Hodgson, 2003). Bei der Proliferation innerhalb von Wirtszellen
ist L. monocytogenes je nach Stamm daher auf die Versorgung mit wenigstens der AS Cys
angewiesen. Cys ist fir Saugerzellen nicht essentiell, Met hingegen schon, somit kénnte fiir beide
Parteien hier ein Wachstumsvorteil in Bezug auf die Nahrstoffversorgung mit diesen AS

entstanden sein (Slaghuis et al., 2007).

2.1.8 Ethanolamin ist eine alternative N-Quelle

Da die Rolle der eut-Gene bei der N-Versorgung von L. monocytogenes bisher nicht
experimentell belegt wurde, wurden Versuche durchgefiihrt, um herauszufinden, ob Ethanolamin
als hauptsachliche N-Quelle genutzt werden kann, und ob daraus gewonnener Stickstoff
tatsachlich fir die AS-Synthese verwendet wird. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden
zunéchst die Wachstumsbedingungen fiir diese Substanz etabliert. L. monocytogenes wurde in
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MM ohne GIn angezogen, als C-Quelle wurde statt Glucose Glycerin zugesetzt. Dieses entsteht
beim Abbau von Phosphatidylethanolamin und mindestens zwei Gene, die bei der Ethanolamin-
Nutzung involviert sind (eutE und eutJ), werden in Gegenwart dieses Zuckeralkohols induziert
(Joseph et al., 2006). Aul3erdem wurde Cobalamin zugegeben, da dieses als Coenzym fir die
Ethanolamin Ammoniak Lyase EutBC notwendig ist. Ethanolamin wurde in Konzentrationen von
4 bis 82 mM getestet, wobei sich herausstellte, dass ab Konzentrationen von tber 50 mM kein
Wachstum mehr stattfand (nicht gezeigt) und 30 mM zu Wachstumsraten fiihrte, die mit denen
durch 4,1 mM GIn oder Ammonium erreichten vergleichbar waren (Abb. 5A in Kutzner et al.,
2016). Die verlangerte Latenzphase im Vergleich zum Wachstum in Standard-MM resultiert aus
der Nutzung von Glycerin als C-Quelle, anstelle von Glucose. Eine Mutante, die einen Defekt im
Gen eutB (groRe Untereinheit der Ethanolamin-Ammoniak Lyase) aufweist, war unter diesen
Bedingungen in der Proliferation stark inhibiert. Das Wachstumsverhalten &hnelte dabei dem des
wildtypischen Stammes in einem Medium ohne Zugabe von Ethanolamin als notwendige N-
Quelle (Kontrolle), was die Bedeutung des Enzyms fiir die Ethanolamin-Nutzung demonstriert.
Fir solch eine Mutante konnte auch beim Wachstum in Caco-2-Zellen eine reduzierte
Replikationsrate gezeigt werden, was einen Hinweis darauf liefert, dass die Versorgung mit
Ethanolamin firr L. monocytogenes beim Wachstum in vivo eine wichtige Rolle spielt (Joseph et
al., 2006).

Die N-Einbauraten in die einzelnen AS wurden nach Anzucht mit 15N-Ethanolamin untersucht und
zeigten hohe *N-Werte von 30 % (Val) bis 66 % (Glu), ausgenommen His und Arg, welche, wie
bei den vorhergehenden Versuchen, aus dem Medium bezogen wurden (Abb. 5B in Kutzner et
al., 2016). Die Ergebnisse lieferten mit den vorherigen Experimenten mit *>NH4CI vergleichbare
Werte, was durch die Entstehung von Ammonium beim Abbau von Ethanolamin zu erklaren ist.
Glu enthalt am meisten *N aus Ethanolamin, da das daraus gewonnene Ammonium Uber die
GDH zu GIn assimiliert wird und aus diesem bei der sauren Hydrolyse Glu entsteht (Abbildung
6). Daher waren auch die (M + 2)-Muster von Lys, wie bei Verwendung von >NH4CI, hoher als
beim Wachstum mit allen anderen Substraten, da bei der Synthese dieser AS, ausgehend von
Oxalacetat, zwei Molekiile Glu verwendet werden (Abb. S2D in Kutzner et al., 2016). Die 1°N-
Einbauraten beim Stamm EGD-e AeutB waren unter Verwendung von !*N-Ethanolamin, wie
erwartet, sehr gering (Abb. 5B in Kutzner et al., 2016), da diese Mutante Ethanolamin nicht
abbauen und dieses somit nicht als N-Quelle verwenden kann, wie auch im

Wachstumsexperiment im Vorfeld gezeigt wurde.

Die Daten demonstrieren, dass L. monocytogenes Ethanolamin unter den beschriebenen
Wachstumsbedingungen tatséchlich als eine mit Gln oder Ammonium vergleichbare N-Quelle fiir
die AS-Synthese verwenden kann. Fur eine Rolle bei der Pathogenitat spricht die
Hochregulierung der eut-Gene beim Wachstum in Sdugerzellen, im Mausmodell oder in Blut
(Joseph et al., 2006; Toledo-Arana et al., 2009; Garsin et al., 2001; Archambaud et al., 2012).
Neben der Nahrstofftheorie kdnnte der Ethanolamin-Abbau auRerdem auch die Immunfunktionen
des Wirtes beeinflussen, da durch das dabei entstehende Acetyl-CoA Acetat gebildet werden

kann, welches Uber einen speziellen Rezeptor im Darm Funktionen des angeborenen
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Immunsystems und Entziindungsprozesse moduliert (Maslowski et al., 2009; Garsin, 2012). Die
Gencluster fur die Ethanolamin-Nutzung in pathogenen Bakterien sind sehr &hnlich, was
ebenfalls dafur spricht, dass die Versorgung mit diesem N&hrstoff mafRRgeblich zur Proliferation
beitragt. Dass die Nutzung alternativer N-Quellen wie Ethanolamin oder Propanediol auch
aufgrund einer auftretenden Nahrstoffkonkurrenzsituation induziert werden kann zeigt eine
Studie, bei der im Darm von Mausen wachsende L. monocytogenes-Bakterien bei Anwesenheit
verschiedener Stamme von Lactobacillus sp. die Transkription eben jener Gene fir die Nutzung

dieser Substrate hochregulierte (Archambaud et al., 2012).

2.1.9 Glucosamin kann als hauptséchliche C- und N-Quelle verwendet werden

Glucosamin (GIcN) fuhrte in einer Konzentration von 20 mM in MM ohne Glucose, Gln und Arg
zu Proliferationskurven vergleichbar mit denen beim Wachstum mit Gln oder Ammonium, was
belegt, dass es von L. monocytogenes sowohl als C- als auch als N-Quelle verwendet werden
kann (Abb. 5A in Kutzner et al., 2016). Die ®>N-Einbauraten waren im Vergleich zu denen aus
15N-Ethanolamin signifikant niedriger (Abb. 5B in Kutzner et al.,, 2016), was auf die
unterschiedlichen 15N-Ausgangsmengen der eingesetzten Substrate zurlickgefiihrt werden
kénnte (20 mM GIcN im Vergleich zu 30 mM Ethanolamin). GIcN ist eine Komponente der C-
Seitenketten von intestinalem Mucin und ist fir die Nutzung als C-Quelle bereits bekannt
(Premaratne et al., 1991). N-Acetylglucosamin (GIcNAc) kommt in zahlreichen natirlichen
Polymeren als monomere Einheit vor, wie z.B. im Chitin bei Arthropoden und der Zellwand vieler
Pilze. GIcN und GIcNAc sind auRerdem wichtige Bausteine vieler Lipopolysaccharide und auch
fur die Peptidoglycanschicht bakterieller Zellwande, bei der N-Acetylglucosamin und N-
Acetylmuraminsaure 3(1—4) glycosidisch miteinander verknipft sind (Moye et al., 2014). GIcN
gelangt Uber ein Phosphotransferasesystem (PTS) in die Bakterienzelle und kann tUber NagB
(Imo0957) desaminiert werden, wobei Fructose-6-Phosphat, welches im Zuckerstoffwechsel
weiterverwendet werden kann, und Ammonium, welches der Bakterienzelle Stickstoff liefert,
entstehen (Abbildung 6). Die Isotopologenmuster von Arg spiegeln dessen Neusynthese wider,
da es nicht im Medium vorhanden war, wohingegen die Muster von Lys und His &hnliche Werte
zeigten wie beim Experiment mit ®N-Ethanolamin (Abb. S2D in Kutzner et al., 2016), was

wiederum durch den Abbau von GlcN tber Ammonium erklart werden kann.

Im Gegensatz zu B. subtilis, welcher zur Nutzung von GIcN eine zuséatzliche C-Quelle wie
Glucose oder Glycerin benétigt (Hu et al.,, 1999), konnte hier gezeigt werden, dass
L. monocytogenes GIcN direkt als N- und C-Quelle nutzen kann. Die listeriellen Gene zum Abbau
in Fructose-6-Phosphat und Ammonium waren in einer Studie beim Wachstum in Medium in der
stationdren Phase hochreguliert, was auf die Nutzung als alternative Quelle bei
Nahrstoffknappheit hindeutet, wahrend der Proliferation im Blut waren sie jedoch
herunterreguliert, was vermuten lasst, dass dort entweder bevorzugt andere Quellen genutzt

werden oder kein GIcN vorhanden ist (Toledo-Arana et al., 2009). In der gleichen Studie konnte
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aulBerdem keine Hochregulierung dieser Gene im Darm festgestellt werden, obwohl GIcN in

dieser Umgebung reichlich vorhanden ist (Martin et al., 2009).

Dies konnte darauf hindeuten, dass der Aminozucker dort eher von der Mikrobiota verwendet
wird und nicht von Listerien, die eventuell eher bei intrazellularem Wachstum darauf
zurlickgreifen, da zumindest das Gen fiir die Deacetylierung von GIcNAc-6-Phosphat zu GIcN-6-
Phosphat intrazellular hochreguliert war (Chatterjee et al., 2006). Das Enzym ist fir das listerielle
Uberleben in vivo von entscheidender Bedeutung, da eine Mutante in ihrer Zellteilung massiv
beeintrachtigt war, keine normale Zellmorphologie aufwies und somit unfahig ware eine Infektion

herbeizufuihren (Popowska et al., 2012).

2.1.10 Mutationen in GInR, GDH und GInK verandern die N-Fliisse

Bakterielle Stamme, die in stoffwechselspezifischen Funktionen einen Defekt aufweisen, kénnen
durch das Fehlen von z.B. Schlisselenzymen bestimmte metabolische Reaktionen nicht mehr
durchfiihren. Dies kann zu kleinen Veranderungen im Stoffwechsel fihren, oder aber durch die
zahlreichen Verknupfungen im metabolischen Netzwerk weitgreifende Konsequenzen haben.
Beim Isotopologue Profiling kénnen sich solche Veranderungen in den Markierungsmustern der
AS widerspiegeln, so dass sich z.B. der Beitrag spezifischer Enzyme an bestimmten Reaktionen

untersuchen lasst.

GInR, der Repressor des gInRA-Operons (Glutaminsynthetase-Repressor Imo1298) sowie der
Regulator GInK sind zentrale Proteine des N-Metabolismus. Um die Auswirkungen eines Ausfalls
dieser Proteine zu untersuchen, wurden Mutanten mit Defekten in diesen Genen untersucht.
L. monocytogenes EGD-e AgInR (Kaspar et al., 2014) zeigte nach Wachstum mit [U-15N2]GIn
ahnliche Muster in den bakteriellen AS wie der WT. Da auch beim Wachstum mit X>NH4Cl keine

Abweichungen erkennbar waren, wurde dieser Versuch nicht wiederholt (Abbildung 13).

45% -
40% -
35% -
30% -
25% - _ [U-BNaIGIn
20% 1 15NH.CI
15% - ™

10% -
50 -
0% -

I5N-Gesamtanreicherung

Ala Asp Glu Gly Ser Val lle LeuPro Thr Phe Tyr Lys His Arg
Aminoséaure

Abbildung 13: Wachstum von L. monocytogenes EGD-e AgInR mit [U-*°N2]GIn oder ®NH4ClI.
Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten (GIn) bzw. von
drei technischen Replikaten (*>NH4Cl).
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Eine Erklarung dafiir kdnnte sein, dass das gInRA-Operon nur in Abwesenheit von Gln exprimiert
wird, z.B. wenn Ammonium vorhanden ist, welches dann tber die GDH assimiliert wird. Dies
bestatigen auRerdem die Ergebnisse von Kaspar et al. (2014), wonach eine Deletion von gIinR
sich in Anwesenheit von GIn oder Ammonium nicht auf die Transkription von gdh auswirkt. GInR

ist auRerdem nur aktiv bei Wachstum mit N-Uberschuss (Fisher, 1999).

Beim Stamm L. monocytogenes EGD-e Almo0560 ist die GDH mutiert und somit nicht funktionell.
Die 15N-Gesamtanreicherungen in den AS, welche aus dieser Mutante isoliert wurden,
unterschieden sich nicht von denen des Wildtyps nach Wachstum mit >N-BCAAs. Nach
Wachstum mit [U-**N2]GIn war jedoch weniger SN-Anreicherung und mit 1>NH4Cl beinahe keine
Anreicherung mehr messbar (Abb. 6 in Kutzner et al., 2016). Diese Daten suggerieren eine
katabole sowie anabole Funktion der listeriellen GDH im Gegensatz zu B. subtilis, bei dem die
GDH Glu nur abbaut (Gunka und Commichau, 2012). Daher ist eine GOGAT-Mutante bei
B. subtilis durch die Tatsache, dass dieses Enzym der einzige Weg ist Glu zu generieren,
auxotroph fur diese AS (Commichau et al., 2007). Bei B. subtilis fuhrt eine funktionslose GDH
aulBerdem zu schweren Wachstumsdefekten (Commichau et al., 2008), bei L. monocytogenes
jedoch nicht (persoénliche Kommunikation mit Stefanie Muller-Herbst). Eine anabole Funktion der
GDH kann auch bei E. coli beobachtet werden (Reitzer, 2003). Die geringen Einbauraten beim
Wachstum mit SNH4Cl lassen vermuten, dass 1®*NH4Cl in hohen Konzentrationen hauptséchlich
Uber die GDH abgebaut wird. Dies kann durch die geringe Affinitat der GDH zu Ammonium erklart
werden, die daher nur bei hohen Konzentrationen aktiv ist. Ein Fehlen dieses Enzyms, wie im
Falle dieser Mutante, fihrt somit dazu, dass wenig °N aus ®NH4Cl in die AS eingebaut werden
kann (s. Abbildung 5).

Das Gen nrgB codiert das N-regulatorische P II-Protein GInK. Beim Stamm L. monocytogenes
EGD-e AnrgB konnte eine reduzierte 5N-Anreicherung beim Wachstum mit [U-1°N2]GIn
gemessen werden, jedoch nicht mit ®NH4Cl oder >N-BCAAs (Abb. 6 in Kutzner et al., 2016).
Dies lasst fir den listeriellen GInK-Regulator eine andere Rolle vermuten als bei E. coli, wo GInK
unter anderem den Ammoniumtransporter AmtB reguliert (Coultts et al., 2002). Da regulatorische
P lI-Proteine in der Lage sind, die Konzentration von a-KG wahrzunehmen, kénnte GInK so eine
gleichzeitige Anpassung an verschiedene Umweltparameter, wie Temperatur oder
Nahrstoffverfligbarkeit, ermdéglichen, um den intrazellularen C- und N-Metabolismus an
veranderte Bedingungen anzupassen. Die genaue Funktion von GInK konnte jedoch bisher noch
nicht aufgeklart werden (Forchhammer, 2008; Kaspar et al., 2014).

Die Ergebnisse dieser Experimente mit Stammen, die verschiedene Mutationen in zentralen
Proteinen des N-Metabolismus tragen, zeigen deutlich, dass mit Hilfe von Isotopologue Profiling
wertvolle Daten generiert werden kdnnen, die zum besseren Verstandnis von Genfunktionen des
Metabolismus beitragen konnen. Auf diese Art und Weise konnen bisher unklare

Stoffwechselwege genauer beschrieben und somit letztendlich aufgeklért werden.
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2.1.11  Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Methode des Isotopologue Profiling mit >N etabliert, um den N-
Metabolismus von L. monocytogenes bei Wachstum unter in vitro Bedingungen zu untersuchen.
Zu diesem Zweck wurden beinahe alle moglichen N-Quellen eines definierten MM mit 15N-
markierten Substraten ersetzt um die 1°N-Atome wahrend ihrer metabolischen Konvertierungen
verfolgen zu kénnen. Abbildung 14 (entspricht Abb. 7 aus Kutzner et al., 2016) zeigt eine
Ubersicht tber die in dieser Arbeit ermittelten N-Quellen, die von L. monocytogenes beim

Wachstum in definiertem MM fir den Aufbau von AS verwendet werden.

Minimal medium His

[U-*N_]GIn [U-"*N,JArg

Gjllimﬂ -

N-Glu  _y EENEN ER CEE
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N Q
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Abbildung 14: N-Quellen von L. monocytogenes und deren Beitrag zum gesamten N-Stoffwechsel.
Die Abbildung zeigt die in dieser Arbeit ermittelten N-Quellen und deren Beitrag zum N-Stoffwechsel. Die
farbigen Kastchen zeigen die *>N-Anreicherung verschiedener AS von 0 bis 88 % in quasi-logarithmischer
Form, analog zum Farbenschlissel, der links im Bild dargestellt ist. Gezeigt sind die Mittelwerte von drei
biologischen Replikaten. Bei den BCAAs sind die Mittelwerte der drei Experimente mit 1°N-Val, °N-Ile und
15N-Leu dargestellt (Abb. 7 aus Kutzner et al., 2016).

Neben Gln und Ammonium, die verglichen mit allen anderen Substraten prozentual den meisten
Stickstoff fur die AS-Synthese lieferten, konnten auch die BCAAs sowie Met als N-Quellen
ermittelt werden. Daher lasst sich die bisherige Annahme, dass Substrate wie GIln oder
Ammonium als ,einzige" N-Quelle dienen, nicht mehr vertreten, sondern zeigt deutlich, dass
L. monocytogenes verschiedene N-Quellen in unterschiedlichem AusmaR parallel nutzt. BCAAs
wurden trotz ihrer Anwesenheit im Medium neben dem direkten Einbau auch zusétzlich de novo
synthetisiert. Cys und Arg lieferten kaum Stickstoff fiir die Synthesen, diese AS sowie His wurden
direkt eingebaut. Fir Ethanolamin und Glucosamin konnte zum ersten Mal die Nutzung als N-
Quelle fur L. monocytogenes experimentell belegt werden. Beide Substrate sind auch wahrend
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einer Infektion von speziellem Interesse, da sie ubiquitéar im Darm vorkommen (Staib und Fuchs,
2014; Martin et al., 2009). Glucosamin konnte dabei auRerdem gleichzeitig zur Versorgung mit
Kohlenstoff dienen, was demonstriert, dass es eine vielseitig nutzbare Quelle fir
L. monocytogenes darstellt. Die flexible Verwendung verschiedener Substrate zeigt den robusten
Metabolismus dieses Bakteriums, welcher ihm eine Anpassung an unterschiedlichste
Bedingungen und somit ein Uberleben unter diversen Umweltgegebenheiten oder im Wirt

ermaglicht.

Durch den Einsatz von Mutanten konnten weiterhin die Mdglichkeiten aufgezeigt werden, die die
Methode des Isotopologue Profiling bei der Untersuchung von Stoffwechselwegen bietet. So
konnte die Rolle verschiedener Gene wie gInR, Imo0560, eutB, ginK und nrgB néher beleuchtet
werden, was zur Aufklarung des hochflexiblen N-Metabolismus von L. monocytogenes beitragen
kann. Auf diese Weise konnen zukinftig auch Gene ermittelt werden, die unter in vivo-
Bedingungen und bei der Infektion eines Wirtes eine Rolle spielen, und welche somit als

potentielle Angriffspunkte fur die Entwicklung neuartiger Antibiotika dienen kénnen.

2.1.12 Publikation 1: Isotopologue profiling of the listerial N-metabolism

Die im vorangegangenen Abschnitt 2.1 beschriebenen Ergebnisse basieren auf der nachfolgend

eingebundenen Publikation Kutzner et al. (2016).
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Summary

The nitragen (N-) sources and the relative contribu-
tion of a nitrogenous nutrient to the N-pool of the
gram-positive pathogen Listeria monocylogenes are
largely unknown. Therefore, **N-isotopologue profil-
ing was established to study the N-metabolism of L.
monocytogenes. The pathogen was grown in a
defined minimal medium supplemented with poten-
tial '*N-labeled nutrients. The bacteria were har-
vested and hydrolysed under acidic conditions, and
the resulting amino acids were analysed by GC-MS,
revealing "*N-enrichments and isotopomeric compo-
sitions of amino acids. The differential "®N-profiles
showed the substantial and simultaneous usage of
ammonium, glutamine, methionine, and, to a lower
extent, the branched-chain amino acids valine,
leucine, and iscleucine for anabolic purposes, with a
significant preference for ammonium. In contrast,
arginine, histidine and cysteine were directly
incorporated into proteins. L. monocytogenes is able
to replace glutamine with ethanolamine or
glucosamine as amino donors for feeding the core N-
metabolism. Perturbations of N-fluxes caused by
gene deletions demonstrate the involvement of etha-
nolamine ammonia lyase, and suggest a role of the
regulator GInK of L. monocytogenes distinct from
that of Escherichia coli. The metabolism of nitroge-
nous nutrients reflects the high flexibility of this
pathogenic bacterium in exploiting N-sources that
could also be relevant for its proliferation during
infection.
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Introduction

Listeria monocytogenes is a gram-positive pathogen
that mainly affects elderly and immunocompromised
individuals, pregnant women, and newborns. Its most
commeon transmission vehicles are dairy products, eggs,
seafood, and vegetables. The most important listerial
virulence factors required for infection are internalins
that enable host cell invasion, listeriolysin O that
enables listeriae to escape from the otherwise lethal
phagocytic vacuocle, and ActA that is responsible for
manipulations of the cytoskeleton during infection
(Vazquez-Boland et al, 2001). L. monocylogenes is
capable of replicating under saprophytic conditions,
within the cytosol of its host cells, and at refrigerator
temperatures.

Under laboratory conditions, L. monocylogenes
requires complex media such as brain heart infusion
broth (BHI) for optimal growth. To study metabolic prop-
erties or to perform an analysis of the proteome of L.
monocytogenes, however, media have been developed
for optimizing the supply of carbon, nitrogen, energy
sources, amino acids, vitamins, and specific growth fac-
tors. The composition of these media provided the first
insights into the metabolism of this pathogen (Phan-
Thanh and Gormon, 1997; Siddigi and Khan, 1982;
Schneebeli and Egli, 2013). For example, glutamine
(GIn) is required as a primary nitrogen- (N-} source for
growing L monocytogenes in modified Welshimer's
broth (MWB) that is supplemented with a set of amino
acids (Welshimer, 1963; Premaratne et al, 1991). More
recently, this medium was simplified further by reducing
the phosphate level, and strains of listeriae were dem-
onstrated to grow with ammonium instead of Gin as the
sole N-source (Tsai and Hodgsoen, 2003). This medium
was supplemented with only two amino acids, methio-
nine (Met} and cysteine (Cys), that are essential for lis-
terial growth because the genes for reducing sulfate are
missing in the listerial genome and thiosulfate cannot
replace Cys (Tsai and Hodgson, 2003). A drawback of
this simple minimal medium (MM}, however, is a very
long lag phase of L. monocytogenes, which can be abol-
ished by the addition of an amino acid mixture {Tsai and
Hodgson, 2003). Arginine (Arg) might alse play a role as
a N-source, because it is, depending on the strain,
either necessary or stimulatory for listerial growth



2.  Ergebnisse und Diskussion

57

316 F Kutmerstal W

(Friedman and Roessler, 1961; Welshimer, 1963;
Premaratne et al., 1991; Tsai and Hodgson, 2003). Fur-
ther possible M-sources are the branched-chain amino
acids (BCAAs) leucine (Leu), iscleucine (lle}, and valine
(Val}), whose presence strongly enhances the growth
rate of L. monocytogenes (Welshimer, 1963; Premar-
atne ef al, 1991). Another aspect regarding the meta-
bolic equipment of L. monocytogenes EGD-e was
derived from its genome sequence that lacks genes for
enzymes to catabolise urea or nitrate, indicating that
these bacteria are dependent on reduced N-sources
(Glaser et al., 2001).

However, analytical details about the metabolic
M-fluxes of L. monocytogenes are still missing due to a
lack of powerful analytical methods. In particular, the
contribution of a substrate to the N-pool of L. monocyto-
genes, the balance between direct incorporation of
exogenous amino acids into proteins and their de-
gradation, and the occurrence of additional, yet undis-
closed N-sources are unclear aspects of bacterial
MN-metabolism. A key technology to answer these ques-
tions is isotopologue profiling that has been applied to
study the carbon metabolism of L. monocytogenes
under wvarious conditions by introducing diverse
13C-labeled tracers (Eisenreich et al., 2006; Eylert et al,
2008; Joseph et al, 2008; Eisenreich et al, 2010;
Grubmiiller et al., 2014). Recently, we used "N-isotopo-
logue profiling to demonstrate N-fluxes from Caenorhab-
ditis elegans to L. monocytogenes during infection (Kern
ef al.,, 2015).

The goal of this study was to analyse the
N-metabolism of L. monocytogenes via '°N-isotopologue
profiling during growth in a defined medium. Using
a set of '"“N-labeled substrates, the incorporation of
"“N-atoms into listerial amino acids identified novel
M-sources of L. monocytogenes under laboratory condi-
tions. The methodology allowed us to quantify the
utilization of major and minor N-substrates of L. mono-
cytogenes in vifro and thus to determine relevant
"5N-fluxes during listerial growth. This pilot study not
only enabled novel insights into the MN-metabolism of a
gram-positive pathogen, but also identified N-sources
that might contribute to the proliferation of L. monocyto-
genes during infection.

Results

"“N-amino acid mix as N-source for growing
L. monecytogenes

Amino acids are either directly incorporated into bacte-
rial proteins, or catabolized to provide ammonium for
de novo biosynthesis of other amine acids and nitroge-
nous compounds [see Supporting Information Fig., S1

for an overview of '"N-isotopologue profiling via gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS)]. A pre-
requisite of both pathways are amino acid and oligo-
peptide transporters that are encoded in huge numbers
by the gencome of L. monocytogenes (Supporting Infor-
mation Table S1}. For a first insight into the capability
of L. monocytogenes to take up and possibly catabolize
aming acids, strain EGD-e was grown in MM (see
Experimental procedures) lacking all amino acids, to
which a rich mixture (2 g/I"") of algal '°N-labeled
amino acids was added. Cys, asparagine (Asn), trypto-
phane (Trp}, and Gin are lacking in this mixture, and
we added 0.82 mM Cys to enable the growth of L.
monocytogenes. Wild type-like growth of EGD-e in this
MM demeonstrated that Gin, Asn, and Trp were dispen-
sable for listerial proliferation in the presence of the
amino acid mixture plus Cys. Isotopologue profiling
revealed the highest **N-enrichments for histidine (His)
(87%) and Arg (B7%), and the lowest enrichment for
aspartate (Asp) (67%) and threcnine (Thr; 67%; Fig.
1A). These high incorporation rates demonstrate that
labeled amino acids were readily taken up from the
medium, and support the hypothesis that amino acid
and cligopeptide transporters play an important role
especially in vivo for the proliferation of L. monocyto-
genes in the gut and in epithelial cells (Borezee ef al,
2000; Schauer ef al., 2010, Fuchs ef al., 2012}.

The '®N-isotopologue patterns of Arg, His, and Lys
with four, three and two N-atoms, respectively, were
also determined (Fig. 1B). These three amino acids
were nearly completely labeled, again indicating that
they were predominantly taken up from the medium
rather than de novo biosynthesized under these condi-
tions. However, because the amino acid mix does not
enable differentiation to the extent to which a single
amino acid is degraded or directly incorporated into lis-
terial amino acids, we investigated a series of single
"SN-substrates with respect to their potential use as rel-
evant N-sources.

Conftribution of Gin as N-source for amino acid
synthesis

Gin is the main N-source in the MM used in this study.
To determine the enrichment of Gin-derived '®N-atoms
within amino acids following the de novo biosynthesis of
listerial proteins, L. monocytogenes was grown to the
logarithmic phase in the defined MM, in which unlabeled
GIn was replaced with 4.1 mM fully "®N-labeled Gin
([U-""N2]GlIn).

“N-atoms were found in all detectable amino acids
due to de novo biosynthesis with rates of up to 46%
(Fig. 2A), confirming Gin as a major N-source, However,

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 100, 315-327
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Fig. 1. "™N-Incorporation into amino
acids during listerial growth with an algal
ToN-amino acid mixture.

A. "*N-enrichments of L. monocytogenes
amino acids after growth with a mixture
of labeled amino acids, which
substituted unlabeled GIn, Met, and
BCAAs in the defined MM, and
unlabeled Cys. Mean values of three
biological replicates and their standard
deviations are shown.

B. Isotapolague patterns of Arg, His and
Lys derived from listerial proteins. The
calored columns indicate the relative
percentage of the '“N-isotopologues
carrying up to four labeled N-atoms
(M+1 to M+ 4). Mean values of three
biological replicates and their standard
deviations are shown. See text for
selected numerical values.

Thr Phe Tyr Lys His Arg

Fig. 2. Analysis of protein-derived amino acids from L. monocytogenes grown in MM containing [U-""N2]GIn or/and "®NH,CI.

A. The "®N-excess in percentage of amino acids isalated from L. monacytogenes. Cells were grown in MM with [U-""N2]GIn substituting
unlabeled Gin (left color column) or in MM in which GIn was replaced by 4.1 mM "*NH,CI (right colar column). The color maps indicate
"5N-excesses from 0 to 47% in quasi-logarithmic form according to the color code. Mean values and standard deviations of three biological

replicates are shown.

B. L. monocytogenes was grown in MM lacking Arg and containing [U-""N,]GIn and NH,CI (dark columns), or GIn and "®NH,CI (gray

columns), in a concentration of 4.1 mM each. Mean values of three biological replicates are shown.
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it also suggests the utilization of further N-sources pres-
ent in the MM used here. Enrichments of <5% were
measured in Arg and His. This observation again indi-
cates a very low de novo biosynthesis rate for these two
aming acids. Both amino acids can be taken up from
the MM, in which they are present in the unlabeled
form, and can be directly incorporated into proteins.
~23-25% of the BCAAs Val, Leu, and lle were 'N-
labeled, reflecting that a substantial proportion was de
nove biosynthesized using Gin as a source of their
amino groups despite the presence of the BCAAs in the
growth medium.

The '®N-isotopologue pattern of Lys revealed that
76% of the labeled Lys molecules carried one '*N-atom
(M + 1}, and 24% carried two (M + 2; Supporting Infor-
mation Fig. S2A). The incorporation of one 'N-atom
only is more probable, because Lys biosynthesis
requires two different enzymes, one to convert the pre-
cursor oxaloacetate to Asp via the aspartate transami-
nase (Imo1897), and a second aminotransferase
(Imo1006} responsible for the amination of the side
chain (Supporting Information Fig. S1). The exact posi-
tion of this atom in the molecule, however, could not be
identified. Although the '®N-enrichments of His and Arg
were very low and therefore did not allow an unbiased
analysis, we assumed that the His and Arg molecules
were nearly exclusively M+ 1 labeled at the position
next to the a-C-atoms without alterations of their imidaz-
ole and guanidinium side chains. Thus, the labeling pat-
terns of these two amino acids could reflect their
synthesis from complex precurscr molecules (Support-
ing Information Fig. S1).

"SN-enrichment in listerial amino acids during growth
with labeled NH,Cf

To delineate the extent to which listeriae can use ammo-
nium as a N-source, L. monocytogenes was grown in
MM in which Gin was replaced with 4.1 mM "“N-ammo-
nium chloride (**NH,CI). "°N-Atoms were identified in all
detectable amino acids (with the exception of His and
Arg, see below) at enrichment rates of 24-479% (Fig.
2A). The 15N-i|’]COI’pOI’aﬁOI’] rates of 24-28% in Leu, lle,
and Val confirmed the conclusion from the experiment
with [U-"N,]GIn that the BCAAs are also synthesized
de novo, despite their presence in the MM used here. A
comparison with the data for bacteria grown with labeled
Gin (see above) revealed a significantly higher enrich-
ment of **N within all of the analysed amino acids. This
finding suggests that ammonium is used more efficiently
than Gin for de novo biosynthesis of proteinogenic
amino acids.

The '®N-isotopologue patterns of the three amino
acids Lys, Arg, and His are shown in Supporting Infor-
mation Fig. S2A. Approximately 70% of all Lys mole-
cules carry one unlabeled N-atom derived from a
nenlabeled N-scurce within the MM. The patterns of Arg
and His measured here resembled those that were
obtained after listerial growth with [U-"°N;]GIn. Two per-
cent of all Arg molecules were labeled, and most of
them carried only one '*N-atom (M + 1), which belongs
to the a-amino group because no "N was detected in
the Arg side chain. For the labeled His molecules, we
again observed M+ 1 isotopomers almost exclusively,
and identified the '®N-atom to represent the a-amino
group. Mo labeled M-atoms were found in the side chain.

Ammonium is the preferred N-source when both NH..C/
and GiIn are present in the medium

In the experiments described above, either labeled Gin
or NH,C| were added to the medium. The results dem-
onstrated that L. monocytogenes uses both substrates
as a N-source, resulting in a higher incorporation rate of
15NH,Cl-derived N-atoms into amino acids. To study the
simultanecus utilization of these two N-sources, L.
monocyfogenes  was grown in - MM containing
[U-""N2)GIn and NH,CI, or Gln and "NH,CI at equimo-
lar concentrations (4.1 mM). In both experiments, Arg
was omitted from the medium so its de novo synthesis
could be studied. As shown in Fig. 2B, a 2.1-fold (ala-
nine; Ala) to 1.2-fold (Glu} higher '®N-incorporation was
observed for all detectable amino acids when the patho-
gen was grown in the presence of 'SNH,Cl and
unlabeled Gin than in the presence of [U-"N.]GIn and
unlabeled NH,Cl.  Therefore, with respect to
N-incorporation rates, exogenous ammonium is signifi-
cantly favored over exogenous Gln as a N-source during
listerial growth under in vitro conditions. The low overall
N-enrichment of 3 and 5% in His derived from
[U-"N2]GIn and 'NH,CI, respectively, confirmed the
preferred uptake of this amine acid from the MM over
de nove synthesis by L. monocytogenes.

The labeling patterns of His resembled those
observed with [U-""N2]GIn or "*NH,CI (see above). Lys
extracted from listerial protein labeled with '*NH,CI
showed ~1.6-fold more M + 2 molecules compared with
the corresponding experiment using [U-"*N.]GIn (24%
vs. 15%), again indicating a more efficient incorporation
of N-atoms derived from '"NH,CI than from Gin (Sup-
porting Information Fig., S2A).

Although we confirmed ammonium and Gin to be
major N-sources for L. monocytogenes, the isotopo-
logue excess rates shown in Fig. 2A indicate that there
is at least one further N-source within the MM that is

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 100, 315-327
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used for the anabolism of listerial proteins, most likely
one or more amino acids.

Arg is directly incorporated

In the absence of Arg in the MM, we detected 23 and
37% de novo synthesis of this amino acid using the pre-
cursors [U-""N2]Gin and "®NH,CI, respectively (Fig. 2B).
These values are within the range of the enrichments of
all other amino acids found in these experiments. When
unlabeled Arg was present in the medium containing
[U-"5N,]GIn, almost no labeling (2-3%) and thus little de
novo biosynthesis of Arg was observed, which is in con-
trast to most of the other amino acids (Fig. 2A). To fur-
ther investigate the fate of imported Arg, listeriae were
grown in MM containing 0.5 mM [U-'"N,]Arg instead of
unlabeled Arg, and 0.5 mM Gin (standard concentration
of Gln in MM: 41 mM) to allow bacterial growth.
Protein-derived Arg displayed a SN-enrichment of 80%,
while 20% of the Arg molecules were not labeled. This
finding clearly demonstrates that Arg is efficiently taken
up by L monocytogenes, and, more importantly, that
this pathogen has a strong preference for directly incor-
porating Arg rather than de novo synthesis. As "N was
not detected in any other amino acid, we conclude that
Arg is not degraded and therefore not used as a N-
source for biosynthesis of listerial amino acids during
aerobic growth with MM, This is in contrast to B. subtilis,
for which Arg is the second best N-source (Atkinson
and Fisher, 1991), but in line with the limited availability
of Arg in host tissues (Klarsfeld et al,, 1994). A possible
explanation is that the Arg deiminase system is
repressed under our experimental conditions.

The isctopologue patterns of Arg and its guanidinium
side chain derived from different labeling experiments
clearly depended on the presence or absence of Arg in
the MM as well as on the supplied 5N tracer (Supporting
Information Fig. S2B). Using [U-"N,JArg, ~56% of all
protein-derived Arg molecules were completely labeled
(M + 4), confirming that the maijority of [U-"*N,]Arg pre-
cursor was taken up from the medium and directly incor-
porated into listerial proteins (Supporting Information
Table S2). However, 43% of protein-derived Arg mole-
cules exhibited an M + 3 pattern due to the replacement
of the a-""N-atom by "N from another N-source (see dis-
cussion for the fate of the «-'°N-atom). In accordance
with the experiments described above using [U-""N.]GIn
and "NH,CI as tracers, this find ing supports our conclu-
sion that de novo biosynthesis of Arg does not occur to a
significant extent when Arg is present in the medium. In
the absence of Arg, however, its isotopologue pattern
demonstrates de novo biosynthesis using N-atoms from
[U-"N2]GIn and ""NH4CI in combination with unlabeled

@ 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiofogy, 100, 315-327
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N-sources, because enriched Arg molecules are com-
posed of all possible isotopic species (Supporting Infor-
mation Fig. S2B). A slightly preferred usage of
ammonium is reflected by the greater portion of M+ 3
and M+ 4 isotopemers found in the experiment with
"NH,Cl in comparison with that with [U-"*N;]GIn (Sup-
porting Information Fig. S24).

BCAAs are directly incorporated and also catabolized

Labeling with either "SNH,CI or [U-"°N,|Gin resulted in
an average 'SN-enrichment of only 33-46% in all of the
amino acids detected here. Therefore, the MM must pro-
vide further N-sources for synthesizing proteinogenic
amino acids. To test whether, and to which extent,
BCAAs are used for N-metabolism by L. monocyto-
genes, listerial cells were grown in MM containing '°N-
Leu, N-lle, or '"N-Val. All detectable amino acids
showed 10-20% '°N-enrichments with the exception of
His and Arg (Fig. 3). Both were present in the medium
as unlabeled amino acids and were directly used in the
de novo biosynthesis of listerial proteins (see above).
Labeled Val, lle, and Leu were also directly incorporated
into proteins as reflected by the higher '*N-excess rates
of each BCAA in the proteins when added in its labeled
form. For comparison, all three 5N-BCAAs were added
simultaneously to the medium (Fig. 3). The data also
demonstrate that BCAA degradation includes specific
transaminases resulting in "*N-Glu formation and subse-
quent incorporation of labeled N-atoms into most amine
acids during de novo biosynthesis. Thus, the three
BCAAs served as a N-source for L. monocytogenes dur-
ing growth in MM despite the presence of (unlabeled)
Gin. The excess rate of "N in all detectable amino
acids was higher when we used the medium containing
N-Leu or "N-lle instead of "*N-Val. This indicates that
the amounts of "*N-Leu and "N-lle directly incorporated
into listerial proteins were lower than the amounts of
"SN-Val, as confirmed by the highest '®N-incorporation
rate in Val (37%) when cells were grown in the presence
of ®N-Val. The isotopologue patterns of His, Lys, and
Arg resembled those cbserved in the experiment using
[U-""N2]GlIn as tracer (Supporting Information Fig. S2A).

Met, but not Cys, is a relevant N-source
aof L. monocytogenes

Further possible MN-sources within the defined MM are
Met and Cys. To delineate the extent of "*N-incorporation
into listerial amino acids from Lr‘I\.I-I'u"let, L. monocytogenes
was grown in MM in which unlabeled Met was replaced
with its "°N-labeled form. Upon isotopologue profiling, we
observed "N-enrichments for all of the detectable amino
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Fig. 3. BCAAs as N-source. "“N-Enrichments of L.
monocytogenes amino acids after growth in MM in which unlabeled
BCAAs were subsequently replaced by equimolar amounts of T5N-
Val, "“N-lle, "®N-Leu, or all three BCAAs simultaneously (brackets:
SN-excess rates). The color map in quasi-logarithmic form
indicates the *N-excesses that range from 0 to 37%. Mean values
of three biological replicates are shown.
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acids in the range of 3-28% (Fig. 4). Although the
amount of intact Met molecules after acid hydrolysis is
usually too low for software-based analysis of GC-MS
data, a "®N-enrichment in Met of ~66% was detectable
in some experiments. The '*N-incorporation was lowest
for His and Arg due to their uptake and immediate utiliza-
tion in protein production without being degraded. The
enrichment for phenylalanine (Phe) and tyrosine (Tyr)
was significantly above average (28 and 21%, respec-
tively). A possible explanation for this observation is that
under the growth conditions applied here, glutamate-
oxaloacetate-transaminase is induced. This enzyme is
involved in the transamination of Cys, Phe, Thr, and Asp
by converting Glu to a-ketoglutarate and vice versa. Met
is first degraded into Cys, which is then transaminated by
the glutamate-oxaloacetate-transaminase that transfers
the N from Met to wa-ketoglutarate. Then, the same
enzyme uses 'SN-labeled Glu (generated during Met deg-
radation) to build Phe and Tyr.

To a major extent, however, Met is directly incorpo-
rated into listerial proteins without further degradation,
resulting in a '*N-enrichment of up to 65% in protein-
derived Met. This suggests that the complementary
35% of all Met molecules are still synthesized de novo
in the presence of Cys, which is a precursor of Met syn-
thesis. The isotopologue patterns of His, Lys, and Arg
resembled those observed in experiments using labeled
BCAAs as tracers (Supporting Information Fig. S2C),
confirming that Met is indeed desaminated. It can be
summatrized that in addition to ammonium, Gin, and the
BCAAs, Met serves as a further, so far unknown N-
source during listerial growth in a defined MM, albeit to
a significantly lower extent presumably due to the more
complex degradation of this amino acid.

To test whether Cys also serves as a N-source for
L. monocytogenes in vitro, the bacteria were grown in
MM in which Cys was replaced by '°N-Cys (Fig. 4). Cys
can be degraded by cystathionine B-lyase (Imo1679)
into pyruvate and ammonium. Low SN incorporation
rates were measured for Ala (3%) and Thr (2.5%), and

Fig. 4. Met and Cys are minor
N-sources. ’N-Enrichments of L
monocytogenes amino acids after
growth with '®N-Met or ""N-Cys. Gells
were harvested in the late logarithmic
phase (ODgao = 2.2). Mean values and
standard deviations of three biological
replicates are shown.

Phe Tyr Lys His Arg
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those of the other amino acids analysed here were
below 1.5%. Therefore, L. monocytogenes incorporates
Cys-derived N-atoms into amino acids in viiro, but only
to a very small extent in comparison with the other
amino acids tested here as N-sources.

Ethanofamine and glucosamine (GlcN) are afternative
N-sources

Ethanclamine is derived from phospholipids and can be
used as a nitrogen, carbon, and energy source in a
cobalamin-dependent manner by several bacteria (Roof
and Roth, 1988; Garsin, 2010; Srikumar and Fuchs,
2011; Staib and Fuchs, 2014). To investigate whether
L. monocytogenes can also utilize ethanclamine as a
N-source, EGD-e was grown in MM without Gin and glu-
cose, but with 200 pM cobalamin as the cofactor for etha-
nolamine ammonia lyase EWtBC, and with ethanclamine
in concentrations varying from 4 to 82 mM. The medium
was supplemented with 50 mM glycerol as the essential
C-source. Glycerol results from the degradation of the
ethanolamine-precursor  phosphatidyl-ethanclamine, and
al least two genes involved in ethanolamine utilization
(eutE and eutJ) are induced in the presence of glycerol
(Joseph et al, 2008). A listerial growth rate comparable
to that with 4.1 mM Gin or ammonium as N-source was
observed in the presence of 30 mM ethanclamine (Fig.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology. 100, 315-327
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Fig. 5. Wilization of ethanolamine and
GlcN as major N-source by L
monocytogenes.

A Growth of EGD-e in MM, in MM with
20 mM GlcN and without glucose, Gin,
and Arg, and in MM lacking glucose and
GIn, and supplemented with 50 mM
glycerol, 200 uM cobalamin and 30 mM
ethanolamine. Mutant EGD-e Aeut8 was
grown in the medium containing
ethanolamine, and growth of EGD-e in
MM without ethanolamine was monitored
as contral.

B. "®N-enrichments of L. monocylogenes
EGD-e and EGD-e AeutB amino acids
after growth to ODgpg — 1.7 with 30 mM
"*N-gthanolamine or L. monocytogenes
EGD-& with 20 mM "“N-GlcN under the
conditions described above. Mean
values including standard deviations of
three biological replicates are shown.

Phe Tyr Lys His Arg

5A), whereas concentrations above 50 mM impaired bac-
terial growth (data not shown). The prolonged lag phase
in comparison with that in defined MM is due to the pres-
ence of glycerol instead of glucose as the C-source.
When a mutant strain of EGD-& lacking etttB was grown
in the same medium, a strongly impaired growth compa-
rable to that of EGD-e in the absence of ethanolamine
was observed, which demonstrates the rcle of ethanola-
mine ammonia lyase in degrading this N-source.

Then, isotopologue profiling of listerial amino acids was
performed by hydrolysing cells grown in abovementioned
modified MM containing 30 mM *N-ethanolamine. High
*N-incorporation rates ranging from 30% (Val) to 66%
(Glu) were observed in protein-derived amino acids (Fig.
5B), again with the exception of His and Arg (see above).
The excess rates in each amino acid resembled those
found in the experiment with "*NH4CI due to the release
of ammonium during ethanolamine degradation. For the
same reason, the M — 2 label of Lys was higher with *N-
ethanolamine or "*NH,Cl as N-sources than with the
other nitregencus substrates (Supporting Information Fig.
S2D). The "®N-incorporation rates into Val, Leu, and lle
were below average due to their presence in the MM,
and highest in Glu because ethanolamine-derived ammo-
nium is assimilated via glutamate dehydrogenase (GDH)
to Glu. As expected, incorporation rates near zero were
measured when control strain EGD-e AeutB was grown
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Fig. 6. Perturbation of N-fluxes in EGD-e deletion mutants. Growth of EGD-e, EGD-e Almo0560 lacking GDH, and EGD-e AnrgB with a
deletion of GInK in the presence of [U-"N]GIn (top), ®NH,CI (middle), or all three "®N-BCAAs (bottom). Mean values including standard
deviations of three biclogical replicates are shown. Mean values including standard deviations of three technical replicates are shown for

experiments using "*NH,CI.

in MM modified as above {Fig. 5B). These data demonstrate
that L. monocytogenes is indeed able to use ethanolamine
as a N-source equivalent to GIn and ammonium for amino
acid synthesis under the described conditions.

N-Acetylglucosamine has been reported to be a
C-source for L. monocytogenes in the absence of glu-
cose (Pine et al, 1989, Premaratne et al, 1991). To
test whether GlcN can also serve as a major N-source
for this pathogen, strain EGD-e was grown in MM con-
taining 20 mM GlcN (Moye ef al., 2014), but lacking glu-
cose, Gin and Arg. The wild type-lke growth curve
shown in Fig. 5A demonstrates that GlcN can indeed be
substituted for Gln as N-source. In comparison with '>N-
ethanolamine as a N-source, the 15N—inc::orporation rates
into amino acids in the presence of '°N-GlcN were sig-
nificantly lower (Fig. 5B), probably due to the higher
amount of N-atoms in 30 mM ethanolamine than in
20 mM GlcN. The isotopologue patterns of Lys and His
resembled those observed in the experiment with 15N-
ethanolamine, whereas the pattern of Arg indicates its
de novo bicsynthesis due to the absence of this amino
acid in the medium.

Perturbating N-fiuxes by deleting GInR, GDH, and GinK

The repressor of the ginAA operon GInR, the GDH and
the regulator GInK are central proteins in the
N-metabolism. To investigate the effect of a ginA deletion
on the N-fluxes in L. monocyiogenes, EGD-e AghR
(Kaspar et al, 2014) was cultivated in the presence of
[U-"®Nz]GIn and "*NH4CI. Aminc acids from proteins iso-
lated from this mutant did not show significant differences
in their '*N-excesses (data not shown). An explanation
for this result is that the ginRA operon is expressed only
in the absence of Gin, for example, in the presence of
ammonium that, however, is assimilated via GDH. This is
in line with the finding that a deletion of gihR has no
effect on the transcription of gdh in the presence of Gin
or ammonium (Kaspar et al., 2014). The amino acids iso-
lated from EGD-e Almo0560, which lacks GDH, showed
reduced '°N-excesses after growth with [U-"N|GIn, but
not with "*N-BCAAs, and nearly no '*N-incorporation
when cells were grown with "SNH,CI (Fig. 6). These data
suggest a catabolic as well as anabolic function of liste-
rial GDH in contrast to the B. subfilis GDH that is only
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degrades glutamate (Gunka and Commichau, 2012).
This assumption is further supported by the fact that a
deletion of GDH results in severe growth defects of B.
subtilis (Commichau et al, 2007), but not of L. monocyto-
genes (data not shown). The mutant EGD-e AnrgB with
a deletion of GInK shows reduced incorporation with
[U-"5Ng]Gin, but not with '*NH,Cl or '*N-BCAAs (Fig. 6).
This points to a role of listerial GInK distinct from that in
E. cofi in which GInK is assumed to regulate the ammo-
nium transporter AmtB (Coutts et al, 2002).

Discussion

Here, we adapted isotopologue profiling for analysing
the N-metabolism of L. monocytogenes during growth
under jn vitro conditions. For this purpose, we substi-
tuted nearly all possible N-sources in a defined MM with
"®N-labeled substrates to track the '*N-atoms during the
metabolic conversion in L. monocytogenes (summariz-
ing Fig. 7). Labeling experiments using ""NH,Cl and
[U-"®Nz]GIn resulted in a high '"®N-enrichment in all
protein-derived amino acids under study and showed
that ammonium as well as GIn were used as major
N-sources with a significant preference for ammonium
when it is present in the environment (Fig. 2A and B). In
cytosolically replicating L. monocyiogenes, genes for

N-Medabolisim of Listeria 323

ammonium use, as well as transporter genes nrgAB,
are upregulated (Joseph et al, 2006) and ammonium
could therefore be an important N-source for L. monocy-
togenes during intracellular replication. This is also the
case for other (enteric) bacteria as ammonium was
shown to support the fastest cell growth rate, and
because the utilization of other N-containing compounds
is inhibited in the presence of ammonium (Reitzer,
1996; Fisher, 1999; Gunka and Commichau, 2012).

For the first time, we experimentally identified GlcN
and ethanolamine as substantial N-sources for L. mono-
cytogenes. Both are of special interest as they are ubig-
uitous in the gut (Martin et al, 2009; Staib and Fuchs,
2014) and thus are potential N-sources during infection.
GlcN is a component of carbohydrate side-chains in the
intestinal mucin and is already known as a C-source for
L. monocytogenes (Premaratne et al, 1991) and for B.
subtilis (Gaugue et al, 2013). Ethanolamine has been
assumed to contribute to the virulence properties of L.
monocytogenes (Buchrieser et al, 2003; Joseph and
Goebel, 2007), and such a relevance of ethanolamine
has indeed been demonstrated for Salmonella enterica
and enterohaemorrhagic Escherichia coli (Bertin et al.,
2011; Thiennimitr et al., 2011). By the activity of listerial
phospholipases, ethanolamine might be derived from
phosphatidyl-ethanolamine, a membrane lipid constitu-
ent in both mammalian and bacterial cell membranes.
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Fig. 7. N-sources of L. monocyfogenes and their fate after uptake. Overview of the 'SN-fluxes in L. monocytogenes as determined by our

experiments. The colored boxes show the '®N-excess for each listerial ami

form. For the BCAAs, the average data for the three experiments with '°N-
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Although ethanoclamine is a potential carbon source, its
utilization by L. monocytogenes reguires glycerol as
demonstrated here (Fig. 5A). It should be noted that
phosphelipids might contribute te the preliferation of L.
monocytogenes in various habitats including soil, decay-
ing plant matter, food, and the host gut. The listerial
genes eutBC, which encode the ethanclamine ammonia
lyase subunits, are induced during growth in the intes-
tine of a mouse infection model and during replication in
mammalian cells (Joseph et al, 2006; Toledo-Arana
ef al.,, 2009).

BCAAs are major N-sources for de novo biosynthesis
of listerial amino acids, and, surprisingly, the amino acid
Met, albeit to a lower amount than Val, lle, and Leu. In
a former cell culture infection study using a '*C-labeled
mix of amine acids, the amine acids were ruled out as a
major carbon substrate for de novo biosynthesis of liste-
rial amino acids during intracellular replication (Grubmuil-
ler et al, 2014). Instead, the '*C-isotopologue profiles
suggest that the majority of glycogenic and ketogenic
amino acids are directly incorporated into listerial pro-
teins under these conditions, probably due to a shortage
of essential catabolic intermediates. The data cbtained
in our "®N-study showed that also under in vitro condi-
tions, at least the amino acids Arg and His are directly
used for protein production due to a lack of enzymes
responsible for their degradation. This is probably also
the case for the two most important glycogenic amino
acids Asp and Glu, as the absence of the enzyme oxo-
glutarate dehydrogenase prevents their degradation via
the TCA cycle. In contrast, our data demonstrate the
catabolism of further amino acids besides Gin, such as
the BCAAs and Met, under the in vifro conditions
applied here. As intracellular growth conditions are char-
acterized by a shortage of sugars (Grubmiller et al.,
2014}, it is appealing to speculate that the degradation
of these amino acids also provides substrates for the
carbon metabolism of L. monocytogenes.

An interesting finding was made when we analysed
the isctopologue patterns of Arg from L. monocytogenes
after growth in the presence of [U-'°N4JArg (Supporting
Information Fig. S2B). At low Gin concentrations, 40%
of the Arg molecules were desaminated at the position
next to the «-C-atom (and replaced by 'N-atoms),
whereas the N-atoms of the guanidinium side chain
were not subject to catabolism, resulting in a 40% frac-
tion of the (M + 3)-isctopomer. In the experiment using
TNH,LCI, Arg molecules exhibit mainly an (M + 1)-iso-
topomer, confirming the specific exchange of the
M-atom attached to the o-C-atom also when high
amounts of an N-source are present (Supporting Infor-
mation Fig. $2A). These findings indicate that Arg could,
without being catabolized, serve as a MN-doner for the
synthesis of non-proteinaceous molecules such as

nuclectides or amino sugars. When L. monocylogenes
was grown with [U-""N2]GIn or "®NH4CI as the main N-
source in the presence of unlabeled Arg, this amino
acid was predominantly M + 1-labeled. This finding
again suggests that following Arg uptake, only the N-
atom at the position next to the «-carbon is subject to
transamination, whereas the residual molecule body
remains unaffected.

To summarize, L. monocytogenes is able to use multi-
ple N-sources during growth in a defined MM and exhib-
its a high flexibility with respect to the simultanecus
exploitation of alternative N-sources such as ethanola-
mine and GlcN. The relevance of the utilization of the
latter substrates as N-scurces by L. monocyfogenes
during infection, however, remains to be addressed
(Buchrieser et al, 2003; Kern et al, 2015). Interestingly,
the genes involved in ethanolamine utilization are upreg-
ulated during growth of L. monocytogenes in the intesti-
nal tract of mice (Toledo-Arana et al, 2009} and
contribute to replication in Caco-2 cells (Joseph et al.,
2006). An unprecedented outcome of our study is that
the BCAAs are both de novo biosynthesized and directly
incorporated into listerial amino acids. This finding might
be explained by the need for additional catabolic
C-substrates such as succinyl-CoA and acetyl-CoA that
are readily available from the BCAAs and thus contrib-
ute to the physiclogical equilibrium of a pathogen that
lacks several metabolic genes and a complete TCA
cycle. Evidence for the role of BCAA biosynthesis for
the preliferation of pathogenic listeriae in epithelial cells
and in blood has been provided (Joseph et al., 2006;
Toledo-Arana et al,, 2009). By the application of isotopo-
logue profiling to the N-metabolism of
L. monocytogenes, we shed further light on the pool of
N-sources used by this pathogen, and the complex
MN-fluxes derived from their degradation. Our data also
contributes to a better understanding of the highly flexible
strategy that is used by a pathogen during infection of a
heost in order to exploit nitrogenous substrates under
growth conditions where nitrogen sources are limited.

Experimental procedures
Growth and maintenance of bacteria

L. monocytogenes EGD-e (source: T. Chakraborty) used in
this study was grown in flasks al 37°C and 180 rpm in brain
heart infusion medium (BHI, Merck) or in a MWB MM (Pre-
maralne el al, 1991) conlaining 55.5 mM glucose,
218.1 mM dinatrium hydrogenphosphate, 48.2 mM potas-
sium dihydrogenphosphate, 3.41 mM magnesium sulfate,
228 uM iron-lll-citrate, 0.6 ma/ of Gin (4.1 mM), 0.1 mg/l of
Leu, lle, Val, Mel, Arg, His, and Cys (corresponding lo
0.76 mM Leu, 0.76 mM lle, 0.85 mM Val, 0.67 mM Mel,
0.57 mM Arg, 0.64 mM His, and 0.82 mM Cys), 1.33 uM
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riboflavin, 3.32 uM thiamin, 2.05 uM biotin, and 24 pM thio-
ctic acid. "®NH.CI, "®N-Leu, "*N-lle, "*N-Val, and "*N-Met
were  purchased from  Cortecnel  (Paris, France),
[U-"5Nz]Gin, [U-""Ns]Arg, and "°N-Cys from Cambridge Iso-
lope Laboratories (Tewksbury), the mixlure of amino acids
{algal amino acid mixture-"5N), '*N-gthanolamine, "*N-GlcN
hydrochloride and ethanolamine from (Sigma-Aldrich, St.
Louig), D(+)-GlcN hydrochloride from Carl Roth (Karlsruhe,
Germany), and cyanocobalamine from AppliChem (Darm-
sladl, Germany). According to the manufacturer, the algal
"5N-amino acid mixture contained Asp (13.1%), Thr (6.9%),
serine (Ser) (5.6%), Glu (9.9%), proline (Pro) (3.7%), gly-
cine (Gly) (11.4%), Ala (15.6%), Val (7.0%), Met {1.3%), lle
(4.9%), Leu (8.8%), Tyr (1.6%), Phe (3.4%), His (0.7%),
Lys (3.2%), and Arg (2.9%); all values are average relative
mol%. Subslances were added lo the medium as a substi-
tute for the correspanding unlabeled N-source, or as a sup-
plement. Bacteria were grown to middle logarithmic phase
(optical density at 600 nm [ODgqg] = 1.0), killed with NaN,
washed lhree limes with PBS, autoclaved and frozen at

20°C until further analysis. All growth experimenls were
conducted in biological triplicates.

Construction of mutant EGD-e AeutB

A non-polar, in-frame deletion of eutB was performed in the
parental strain EGD-e as described recently (Joseph et af,
2006; Schawer el al, 2008). Briefly, lwo fragments of ~500
bp were amplilied from chromosomal DNA of strain EGD-e
using the cligonuckeotide pairs eut8 A and euwiB B (5'-
TTTAATAGAAAAACGAGGTTATC-3 and 5-GAAGATCTG-
TATGTATGGCCGAAT-3), and eutB_C and eutB D (5-GAA-
GATCTAGCCGTGCTGGAGATGCATCT-3' and 5'-CAATA
TATGCGCCTGCTTCAA-3'), and were then ligaled via lhe
introduced Bglll sites. Following nested PCR using the oli-
gonucleotides ewtB Nid AB (5-TAGGATCCGCGATTGCA-
GAATCTAGTTTAATG-3) and ewtB Ntd CD (5-ATGAA
TTCGATGTTAGCTTCAATCGCCGC-3) and the ligation
mixlure as a lemplale, the resulling fragment was cloned
into pLSV101 via BamHI and EcoRl. The resulling plasmid
was lhen lransformed into L. monocylogenes EGD-e by
electroporation, and erythromycin-resistant bacteria growing
at 43°C carrying the chromosomally integrated plasmid
were selecled. Coinlegrates were resolved by reileraled
growlh al 30°C, and erythromycin-sensilive clones were
screened by PCR lo identify the euwlB8 deletion mulant.
The gene deletion was confirmed by sequencing. The
mutants EGD-e Almo0560 and EGD-e AnrgB were con-
structed in the same manner (Miller-Herbst, unpublished).

Isolation of amino acids

Amino acids were isolaled from ~10° baclerial cells by dis-
solving the pellel in 500 ul of 6M hydrochloric acid and
hydrolysis al 105°C for 24 h. The hydrolysale was dried
under a stream of nitrogen, desolved in 200 ul glacial acetic
acid and sonicated for 2 min. The resulting proteinogenic
amino acids were purified using 300 pl of a cation
exchanger (7 = 10 mm; Dowex 50W X8 200-400 mesh,
34-74 pum, HT) and glass wool (10 mm) as a fril. Prior o
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the application of the sample, the column was washed with
1 ml of methanol (70%) and 1 ml of H.0. Aller applying the
sample to the column it was rinsed twice with 1 ml of H2O.
The amino acids were eluled wilh 1 ml of 4M ammonium.
An aliquot of 200 pl of the eluvate was dried under a
stream of nitrogen and subsequently treated wilh 100 pl of
a mixture (1:1) of N-(tertbutyldimethylsilyl)-N-methyl-trifluor-
oacetamide (TBDMS) containing 1% fert-butyldimethylsilyl-
chloride and acetonitrile for 30 min at 70°C. The resulting
tert-butyldimethylsilyl derivatives of amino acids were sub-
jecled lo GC-MS.

The derivalisation of Arg requires a different procedure
as the TBDMS derivative of Arg converts to ornithine
{Leimer ef al, 1877, Halkel el al, 2005). The loss of lwo
N-atoms is undesirably; thus, the derivatisation of Arg was
accomplished by eslerilication of the carboxyl group and
subsequent acylation of the amino groups with trifluoroace-
lic acid (TFA) anhydride at 140°C. The derivatisation of Arg
was confirmed by GC-MS and led to three detectable frag-
ments (Supporting Information Fig. 52 and Table S2). For
lhis purpose, another aliquol of 500 ul of the eluale was
dried and subsequently treated with 200 ul of 3 M methano-
lic hydrochloric acid for 30 min al 70°C. Aller removing the
methanolic hydrochloric acid using a stream of nitrogen,
50 ul of TFA [anhydrous) were added lo the dry sample
and incubated at 140°C for 10 min. The sample was dried
under a stream of nitrogen, resolved in 200 pl of ethyl ace-
tate, and subjected to GC-MS.

GC-MS

The GC-MS measurements were performed on a GC
2010 Gas Chromatograph and a GCMS-QP 2010 Plus
mass spectrometer coupled to a QP-5000 mass selective
deleclor (Shimadzu, Duisburg, Germany) working wilh
electron impact (El) ionisation at 70 eV. The system was
provided with the GCMSsolution Ver, 2 software. A Silica
capillary column Equity TM-5 (film thickness: 30 m X
0.25 mm * 0.25 pm) from Supelco Inc. (Bellefonte, PA)
was used. An aliguol of amino acid derivalives was
injected in 1:5 split mode at 260°C and a helium inlet
prassure of 102.6 kPa (76.1 kPa for Arg). The interface
temperature was 260°C and the helium column flow was
1.11 mlmin (1.19 mlmin for Arg). For amino acids analy-
sis, the column was first developed at 150°C for 3 min
and further with a temperature gradient of 7°C/min to a
final temperature of 280°C that was held for 3 min. For
Arg the column was first developed at 70°C for 3 min and
lhen wilth a temperature gradient of 10°C/min to a final
temperature of 200°C that was held for 3 min. Each sam-
ple was analysed lhree limes lo acquire selecled ion mon-
itoring data.

The relative intensities of the standards and the samples
oblained from GC-MS analysis (peak integralion) were cal-
culated with an inhouse excel based software package
according to (Braumann, 1966; Pickup and McPherson,
1976; Korzekwa et al,, 1990; Lee et al, 1991,). For each
amino acid, the fragment that occured most frequently was
used for the caleulation of "*N-enrichment.
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Biginformatic and metabolic analyses

The amino acid melabolic nelwork was reconstrucled
based on the information from the Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) dalabase (Ogala el af,
19499; http:/www.genome.ad.jp/kega’kegg2.html) and the
latest annolation of L. monocylogenes EGD-¢ (GenBank
acecession number: NC_003210). Tools from the National
Centre for Biotechnology Information database (including
hitp/www.nebi.nim.nih.govigene/and  hitp:/iblast.nebi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) were used to identify listerial amino acid
transporters.
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Fig. S3

Fig. S1. Isotopologue profiling is based on the use of stable isotopes which can be distinguished
by mass spectrometry. Natural organic matter comprises all stable isotopes of carbon (**C and
13C), hydrogen (*H and 2H), nitrogen (**N and 5N), and oxygen (160, 17O, and 80). However, the
heavier isotopes are relatively rare in nature, e.g., the heavy isotope ®N accounts for only
0.366%. (A) To perform 15N-isotopologue profiling, L. monocytogenes was cultivated in a defined
MM containing a precursor enriched with the heavier isotope (e.g. an amino acid consisting of
only 15N-atoms. (B) Listerial cells actively metabolize the labeled compound and incorporate the
15N-atoms into multiple biosynthetic products. Their specific isotopologue compositions reflect the
metabolic routes and fluxes from the precursor to the amino acids. Abbreviations: a-KG, a-
ketoglutarate; P, phosphate; R, residue; PEP, phosphoenolpyruvate; OAA, oxaloacetic acid; CoA,
coenzyme A; GS, glutamine synthetase encoded by gInA; and GOGAT, glutamine oxoglutarate
aminotransferase (glutamate synthase) encoded by gltD. (C) After growth, the amino acids are
obtained from the pellets of listerial cells by acidic hydrolysis. Under these conditions, Trp, Met
and Cys were degraded, and Asn and GIn were hydrolysed to Asp and glutamate (Glu),
respectively. Consequently, Trp, Met and Cys could not be analysed by GC-MS, and the reported
15N-enrichments of Asp and Glu represented the averaged values of Asp/Asn and Glu/Gln,
respectively. However, solid data was obtained for the other amino acids and some of their

fragments from the mass spectra (Table S3).
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Fig. S2. Isotopologue patterns of the amino acids Arg, His and Lys isolated from
L. monocytogenes with different 15N-substrates. M + (1-4) represents the portion of all labeled
molecules carrying one to four ®N-atom. The ionization process of His and Arg led to fragments
consisting of the imidazole and guanidinium side chains only, whereas the ionization of Lys did
not yield any fragments with only one N-atom (Table S4). These fragments can provide
information about the location of a ®N-atom within a molecule and thus about the underlying
enzymatic reactions responsible when a >N-atom is incorporated at a defined position. (A) Cells
were grown in MM with Arg and in the presence of [U-13N2]GIn or *>NH4Cl; or in MM without Arg
and in the presence of [U-15N2]GIn and unlabeled NH4ClI, or in MM without Arg and in the presence
of unlabeled GIn and 'SNH4CI. (B) Isotopologue profiles of Arg and its guanidinium side chain
derived from listerial proteins after the cells were grown in MM containing [U-*>Na4]Arg, or in MM
without Arg and with N-sources as indicated. (C) L. monocytogenes was grown in MM in which
each BCAA and Met were subsequently substituted with its 1N-isotope. (D) Isotopologue patterns
of L. monocytogenes amino acids after growth with ®N-ethanolamine or with >N-GIcN. The
columns indicate the relative percentage of the *N-isotopologues carrying up to four labeled N-

atoms (M + 1 to M + 4). The mean values of three biological replicates are shown.

Fig. S3: Mass spectrum of Arg derivatised with methanolic hydrochloric acid and trifluoracetic
acid. Fragments derived from Arg during ionization with m/z 476 (M, no fragmentation of Arg) and
407 comprise all four N-atoms whereas the fragment with m/z 292 comprises only the amino acid

side chain harboring the guanidinium group.
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Table $1. Amine acid, ammonium and peptide transporters of Lisferia monocytogenes EGD-e

5 Similar to
Scecnees;g'r: o S:n':i pmtﬁ& SIZ€ | protein name Putative Substrate” protein/organism/
NCBI Ref. Seq. or GenBank No.

Imo0787 458 AA transporter Ala, Gly, Ser D-Ala/D-SerfGly permease

NP_454314.1 KHS59211.1 (LMO)

Imo2250 arpd 486 AA ABC transporter | Arg, His, Glu, GIn Glu ABC transporter permease

NP_485774.1 permease WP_010989934.1 (LMO)
His/Glu/GIn/Arg/opine ABC transporter permease
EFR83728.1 (LMO FSL F2-208)

Imo1740 antQ 213 amino acid ABC transporter | Arg, polar AAs polar AA ABC transporter permease

NP_465265.1 permease WP_031627837.1 (LMQ)
Arg transport system permease protein AtQ
EFR80430.1 (L. inncctia FSL $4-378)

Ime2716 cydC 574 ABC transparter Cys Cys ABC transporter ATP-binding protein

NP_486238.1 YP_008285288.1 (LMO)
ATP-binding/permease CydC
WP_031872058.1 (LMO)

Imo2348 238 AL ABC transporter | Cys Cys ABC transporter permease

NP_465871 1 permease AILBBEB7 1 (LMO)

Imo2347 235 AA ABC transporter | Cys Cys ABC transporter permease

NP_465870.1 permease WP_004564597.1 (LMO)

Ima0448 483 AA antiporter Glu Glu: Z-aminobutyrate antiporter

MP_483977 1 AILE7743.1 (LMO)

Imo2362 807 AA antiporter Glu Glu:  -amincbutyrate antiporter

NP_485885.1 KEV40802.1 (LMO)

Ime0847 480 GIn ABC transperter Gin

MNP_464373.1

Imc1422 504 Gly/betaine ABC transporter | Gly

NP_454947 1 permease

Imo1425 apuC 223 Gly/betaine ABC transporter | Gly, Pro Gly betainefL-Pro ABC transporter permease

MNP_4584950.1 D permease YP_014042 (LMO serotype 4b str. F2365)

Imo1427 opuC 218 Gly/betaine ABC transporter | Gly

NP_464952.1 B permease

Imo2092 betl 507 Gly betaine transporter Gly

NP_465616.1

Imo1015 gbuB 282 Gly/betaine ABC transporter | Gly, Pro

NP_464540.1 permease

Imo1380 350 ABC transporter permease lle, Leu, Val BCAA ABC transporter permease

NP_464915.1 WP_003723915.1 (LMO)

Imo1442 235 transporter lle, Leu, Val BCAA permease

NP_464967 .1 WP_003732337.1 (LMO)

Imo0798 486 lysine-specific permease Lys

NP_464325.1

Imo0283 metl 220 ABC transporter permease Met D-Met transport system permease protein Met!

NP_463814.1 EFR85934.1 (LMO FSL F2-208)

Imo2418 224 ABC transporter permease Met Met ABC transporter permease

NP_465941.1 AlL68621.1 (LMO)

Imo2469 yinA 463 AA transporter AAs putative AA permease YfnA

NP_465992.1 EXL27023.1 (LMO Lm_1889)

Imo0645 463 AA transporter AAs

NP_464172.1

Imo0037 461 AA transporter AAs

NP_463570.1

Imo2130 607 hypothetical protein AAs AA permease

NP_465654.1 WP_003731925.1 (LMO)

Imo1516 nrgA 401 ammonium transporter NrgA [ ammonium

NP_465041.1

Imo2194 344 peptide ABC transporter | peptides

NP_465718.1 permease

Imo2185 oppB 308 peptide ABC transporter | peptides transmembrane protein OppB

NP_465719.1 permease AAF73091.1 (LMO)

Imo0136 appB 316 peptide ABC transporter | oligopeptides oligopeptide ABC transporter, permease protein AppB

NP_463669.1 permease EFR86155.1 (LMO FSL F2-208)

Imo0137 297 peptide  ABC  transporter | oligopeptides oligopeptide ABC transporter, permease protein AppC

NP_463670.1 permease EFR89120.1 (L. marthii FSL S4-120)

This table was generated usi

ng data from the National Centre for Biotecl

hnology information website (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Bioinformatic
sequence analysis was performed as described in the experimental procedures section. Similarity and query cover of similar proteins was 96 — 100 %.
LMO, L. monocytogenes; AA, amino acid.*derived from NCBI or protein homology.
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Table S2. GC-MS analysis of a standard solution of [U-Ny]Arg (98 atom-%; Sigma- Aldrich).

5N-Excess *  S.D.

Isotopologue profiles

Arg-292 M+0 0.12% 0.02%
M+1 0.22% 0.01%
M+2 1.63% 0.00%
M+3 96.31% 0.02%

Arg-407  M+0 0.09% 0.02%
M+1 0.01% 0.00%
M+2 0.05% 0.00%
M+3 2.38% 0.01%
M+4 94.19% 0.03%

Arg-476  M+0 0.11% 0.00%
M+1 0.03% 0.05%
M+2 0.10% 0.01%
M+3 2.50% 0.04%
M+4 95.05% 0.29%

Absolute '*N enrichment

Arg-292 97.46% 0.02%
Arg-407 96.01% 0.02%
Arg-476 97.23% 0.00%

* Mean value of three measurements.

Table S3. List of all identifiable mass fragments for all detectable amino acids.

Fragment (m/z)  Further mass

Amino acid Retention time [min] used for analysis  fragments (m/z)
Ala 6.5 260 158,232
Gly 6.8 246 218

Val 8.2 288 186, 260, 302
Leu 8.9 274 200, 302, 344
Ile 9.3 274 200, 302, 344
Pro 9.9 286 184,258
Met 12.8 320 218,292
Ser 13.2 390 288,302, 362
Thr 13.6 404 159,376
Phe 14.5 336 234,302, 308
Asp (Asp+Asn) 15.4 418 302, 316, 390
Glu (Glu+Gln) 16.9 432 272, 330, 404
Lys 18.2 431 329

His 20.5 440 338

His side chain 20.5 196

Tyr 21.1 466 302, 364, 438
Arg 17.0 407 476

Arg side chain 17.0 292
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Table S4. GC-MS analysis of an algal amino acid mixture-*N.

I5SN_Excess * S.D.
Absolute N enrichment
Ala 98.68%  0.61%
Asp 99.00%  0.17%
Glu 97.99%  0.04%
Gly 98.22%  0.23%
Ser 97.04%  0.26%
Val 98.68%  0.10%
Ile 99.02%  0.03%
Leu 99.97%  0.05%
Pro 99.01%  0.06%
Thr 97.92%  0.15%
Phe 98.65%  0.26%
Tyr 97.57%  0.50%
Lys 97.45%  0.31%
His 97.12%  0.29%
Arg 95.73%  0.09%
Isotopologue profiles
Lys M+1 1.06% 0.16 %
M+2 96.92%  0.33 %
His M+1 0.33% 0.08%
M+2 1.79%  0.03 %
M+3 95.96% 0.32%
His M+1 6.49% 0.21 %
side chain M+2 92.26 % 0.20%
Arg M+1 0.01% 0.01 %
M+2 0.08% 0.00%
M+3 325% 0.02%
M+4 93.26 %  0.08 %
Arg M+1 0.53% 0.06 %
side chain M+2 1.78%  0.05%
M+3 95.64% 0.17 %

* Mean value of three measurements.
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2.2 Untersuchung von N-Flissen zwischen L. monocytogenes und
C. elegans (Teil 2)

2.2.1 Etablierung von C. elegans als Modellorganismus

C. elegans hat eine kurze Generationszeit von zwei bis vier Tagen. Ein einzelner, adulter
Hermaphrodit produziert durch Selbstbefruchtung ca. 300 Nachkommen wahrend seiner
Lebensspanne von zwei bis drei Wochen (Corsi et al., 2015). Fir Untersuchungen an einzelnen
Wdirmern, die sich Uber mehrere Tage strecken, muss deshalb die Unterscheidung von der
nachfolgenden Generation sichergestellt werden. Die Ergebnisse kodnnten sonst durch
Nematoden verfalscht werden, die beispielsweise nicht, wie die Ausgangspopulation, infiziert
oder markiert sind. Diese Trennung erfolgt z.B. durch tagliches Umsetzen der einzelnen
erwachsenen Nematoden auf frische NGM-Platten (Wachstumsmedium fiir Nematoden), was
jedoch bei Experimenten in gréReren Maf3stdben nicht mehr durchflhrbar ist. Eine weitere
Mdoglichkeit besteht darin, die adulten, schwereren Wiurmer in Flussigkeit zu sedimentieren und
den Nachwuchs mit dem Uberstand zu entfernen, was allerdings keine zufriedenstellende,
vollstandige Trennung lieferte. Um die Produktion der Nachkommen gleich vorab zu unterbinden,
ist die Verwendung von 5'-Fluoro-2‘-Deoxyuridin (FUDR) mdglich. Dieser Antimetabolit inhibiert
die DNS-Replikation durch Hemmung der Thymidylat-Synthase, welches wiederum die
Vermehrung der Wirmer verhindert, hat dabei jedoch keinen Einfluss auf deren Lebensspanne
oder Physiologie (Mitchell et al., 1979). FUDR wurde bereits in vielen Arbeiten mit C. elegans zur
Populationskontrolle eingesetzt (Mitchell et al., 1979; Gandhi et al., 1980; Wu et al., 2009; Yen
und Mobbs, 2010). Zur Untersuchung der Eignung dieser Substanz fur die nachfolgenden
Experimente mit C. elegans, wurden Wirmer mit L. monocytogenes infiziert und anschliel3end
auf NGM-Platten mit dem Futterstamm E. coli OP50 transferiert, die 10 uM FUDR enthielten.
Nach einer Proliferationsperiode von funf Tagen wurden die Wurmer lysiert und die isolierten
Bakterienkolonien ausgezahlt. Es stellte sich heraus, dass bei Verwendung von FUDR dreimal
weniger Listerien isoliert werden konnten als von Wirmern, die auf unbehandelten Platten
kultiviert wurden (Abb. S1 in Kern et al., 2016). FUDR scheint somit nicht nur die Proliferation der
Nematoden zu beeinflussen, sondern ebenso die von L. monocytogenes und eignet sich somit
nicht fir Pathogenitatsstudien dieser Art. Obwohl die Substanz keinen Effekt auf C. elegans-
Wirmer des Wildtyps N2 zu haben scheint, konnte eine Veranderung der Lebensspanne bei tub-
1 Mutanten beobachtet werden (Aitlhadj und Stiirzenbaum, 2010), weswegen FUDR auch fir

Studien mit C. elegans-Mutanten nicht geeignet zu sein scheint.

Fur weiterfihrende Versuche wurde der temperatursensitive Nematodenstamm JK509
ausgewabhlt (Tab. 1 in Kern et al., 2016). Diese Mutante tragt ein defektes glp-1 Gen und vermehrt
sich nur bei Temperaturen von 15 °C normal. Bei Kultivierung bei 25 °C fuhrt diese Mutation
jedoch zur Sterilitat der Wurmer (Austin und Kimble, 1987), was fir die Infektionsversuche, die

bei 25 °C durchgefihrt werden, ideale Bedingungen darstellt.
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2.2.2 L. monocytogenes ist nicht pathogen fiir C. elegans aber vermehrt sich in dessen
Intestinaltrakt

Aufgrund der kontroversen Datenlage beziglich der Pathogenitat von L. monocytogenes
gegeniber C. elegans wurde die Lebensspanne der Wirmer nach Exposition mit Listeria
untersucht. Hierfir wurden Nematoden im L4-Stadium fir vier Stunden mit L. monocytogenes
EGD-e infiziert und anschlieBend auf die herkdmmliche Futterquelle E.coli OP50
zuriuicktransferiert. Das Uberleben wurde im Vergleich zu nicht-infizierten Wirmern dokumentiert
(Abb. 1 in Kern et al., 2016). Beim wildtypischen Stamm N2 unterschied sich die Lebensspanne
der infizierten Wirmer (TDso = 12 d) nicht signifikant von der in der Kontrollgruppe (TDso = 11 d;
P = 0,9032). Bei der Mutante JK509 konnte ebenso kein Unterschied zwischen der infizierten
Gruppe (TDso = 9 d) und der Kontrolle (TDso = 9 d; P = 0,1424) festgestellt werden.
L. monocytogenes ist somit unter diesen Bedingungen nicht pathogen fir C. elegans, da keinerlei

Auswirkungen auf die Lebensspanne der Wirmer zu beobachten war.

Versuche zur Interaktion von Nematoden mit Bakterien wurden bisher Uberwiegend mit
Dauerinfektionen durchgefiihrt. Dazu werden die Wirmer nicht nur Uber einige Stunden infiziert
und dann auf die regulére Futterquelle zuriickgesetzt, sondern Uiber die komplette Lebensspanne
hinweg dem zu untersuchenden Stamm ausgesetzt (Tan et al.,, 1999; Garsin et al.,, 2001;
Couillault und Ewbank, 2002; Oza et al., 2005; Begun et al., 2007). L. monocytogenes zeigte
jedoch auch bei einer Dauerinfektion keine Pathogenitét gegenuber C. elegans N2, da sich auch
hier die Lebensspanne beider Gruppen nicht voneinander unterschied (TDso= 10 d; P = 0,2109).
Bei diesem Versuch wurde der L. monocytogenes-Stamm EGD-e/pHPS9 verwendet, da dieser
ein Plasmid mit einer Erythromycin-Resistenz tragt, um das Wachstum von E. coli OP50 zu
verhindern und die Futterquelle somit auf L. monocytogenes zu beschranken. In den
Untersuchungen zur Interaktion von C. elegans mit planktonischen oder sessilen Listerien
nutzten Guha et al. (2013) FUDR bei einer Dauerinfektion mit Listerien, bei der sie einen
verlangerten Lebenszyklus messen konnten. Dieses Ergebnis ist jedoch in Frage zu stellen, da
gezeigt werden konnte, dass FUDR die Vermehrung der Listerien im Nematodendarm negativ
beeinflusst (s. Abschnitt 2.2.1, S. 75).

Zum Nachweis der Proliferation von L. monocytogenes in C. elegans JK509 wurden die Wirmer
wiederum fur vier Stunden infiziert und anschlie@end auf NGM-Platten mit E. coli OP50
transferiert. Uber fiinf Tage hinweg wurden taglich Nematoden aufgeschlossen und das Lysat auf
Selektivagar kultiviert, um die CFU der Listerien zu bestimmen (Abb. 2 in Kern et al., 2016). Nach
einem anfanglichen Riickgang der CFU von 5,69 x 10* auf 9,16 x 102 nach einem Tag stieg die
Bakterienzahl taglich an und erreichte ein Maximum von 2,09 x 10° CFU/Wurm nach finf Tagen.
Dies zeigt deutlich, dass L. monocytogenes sich nach erfolgter Infektion effektiv im Darm von
C. elegans vermehren kann. Der Versuch wurde zur Kontrolle auch mit dem wildtypischen Stamm
C. elegans N2 durchgefiihrt, wobei die Vermehrung im Wurm bestatigt werden konnte (Abbildung
15).
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Abbildung 15: Proliferation von L. monocytogenes EGD-e in C. elegans N2.
Die koloniebildenden Einheiten (CFU) steigen tber einen Zeitraum von 7 Tagen auf 1,12 x 10* an. Gezeigt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten.

Auch durch die Verwendung eines Listerienstammes, der das griin fluoreszierende Protein (GFP)
exprimiert, konnte die Proliferation der Bakterien im Wurmdarm noch weiter untermauert werden
werden (Abb. 3 in Kern et al., 2016). In den mikroskopischen Bildern zeigte sich, dass sich die
Listerien vornehmlich in der Pharynx- und Anusregion im Darm der Wirmer konzentrierten und
nicht gleichmaRig im Darm verteilt waren, was auch bereits bei anderen Bakterien wie Yersinien
beobachtet werden konnte (Spanier et al., 2010). Es befanden sich weiterhin keine Bakterien
auBBerhalb des Intestinaltraktes der Wirmer, was die Ergebnisse aus einer vorherigen Studie
bestatigt, dass L. monocytogenes wahrend einer Infektion von C.elegans zu keiner

intrazellularen Replikation tibergeht (Thomsen et al., 2006).

Internaline wie InlA, InIB, InIC oder InNIGHE spielen eine Rolle bei der listeriellen Virulenz in
Mausmodellen (Gaillard et al., 1991; Dramsi et al., 1995; Raffelsbauer et al., 1998; Gouin et al.,
2010) und fur drei Gene, die solche Internaline codieren (InlA, InIB, InlE), konnte auch eine
Expression bei Umwelttemperaturen nachgewiesen werden (Neuhaus et al., 2013). Um einen
potentiellen Einfluss der Internaline auf die Proliferation in C. elegans zu untersuchen, wurden
die Wirmer mit mehreren Mutanten infiziert und die Anzahl der daraus isolierten Listerien mit der
des Wildtyps EGD-e verglichen (Abb. S3 in Kern et al., 2016). Dabei konnte keine Attenuierung
der Mutanten festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass listerielle Internaline bei der
Infektion in C. elegans keine Rolle zu spielen scheinen. Ein Grund dafur kénnte die fehlende
intrazellulare Phase der Listerien sein, jedoch sind Internaline scheinbar nicht rein fir die
Adhéasion und Zellinvasion wichtig, da beispielsweise Internalin C eine Rolle bei der
Immunabwehr zugeschrieben werden konnte (Gouin et al., 2010). Das genaue Zusammenspiel
dieser Oberflachenproteine ist jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart. Weiterhin ist nicht
auszuschlieBen, dass andere Internaline, als die hier untersuchten, fir die Interaktion mit

C. elegans mdglicherweise relevant sein kdnnten. Bei vielen der anderen bakteriellen Pathogene
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mit klinischer Relevanz, die zu intrazellularer Replikation fahig sind, wie beispielsweise Yersinina
spp. oder Salmonella spp., konnte diese auch bei der Infektion von C. elegans nicht
nachgewiesen werden (Darby, 2005). Mdglicherweise mangelt es den Darmepithelzellen der
Wirmer an fiir eine erfolgreiche Invasion der Bakterien wichtigen Faktoren, wie beispielsweise
bestimmten Oberflachenantigenen, die fir den Zelleintritt der Bakterien notwendig sind. Diese
Tatsache beschrankt die Verwendung von C. elegans als in vivo-Infektionsmodell auf bestimmte
Aspekte in der Virulenzforschung. Thomsen et al. (2006) etablierten C. elegans als ein solches
Modell fur Listerien und berichteten von einer Akkumulation von L. monocytogenes im Wurm
nach Infektion und dessen vorzeitigem Tod sowie der Attenuierung von prfA und degU-Mutanten,
woraus sie eine Bedeutung der Virulenzfaktoren fur die Infektion in C. elegans deuten. Nur
wenige Versuchsbedingungen und Daten wurden in dieser Studie beschrieben, weshalb sich ein
Vergleich zur Aufklarung der unterschiedlichen Ergebnisse schwierig gestaltet. Forrester et al.
(2007) konnten im Gegensatz zu den hier gezeigten Ergebnissen keine persistente Infektion im
Wurm feststellen, die Uberlebensspanne der infizierten Wirmer war nicht signifikant kiirzer als
die der Kontrolle und sie beobachteten keinen Phanotyp bei prfA- und o8-Mutanten. Diese nicht
persistente Infektion kdnnte damit erklart werden, dass in dieser Arbeit die Nematoden in einem
Puffer mit Gentamycin inkubiert wurden, um Oberflachenbakterien abzutéten. Jedoch wird das
Antibiotikum unter diesen Versuchsbedingungen auch von den Nematoden aufgenommen,
wodurch es die im Wurmdarm befindlichen Listerien abtdten kdnnte (Drevets et al., 1994). Guha
et al. (2013) futterten C. elegans mit verschiedenen Stdmmen von L. monocytogenes und
untersuchten dabei die Lebensspanne der Wirmer, wobei sie feststellten, dass manche Stamme
diese verlangerten. Daraus ziehen sie den Schluss, dass Listerien fir C. elegans keine
Pathogene darstellen und aufgrund ihrer Vermehrung im Nematodendarm die Wirmer vermutlich
als Vehikel benutzen, um sich in der Umwelt schneller verbreiten zu kénnen. Die verldngerte
Lebensspanne, im Gegensatz zu den hier vorgelegten Ergebnissen, kdnnte mit den
unterschiedlichen Versuchsbedingungen zusammenhéngen. Ein verlangertes Uberleben der
Wirmer wurde nicht bei allen Listerien-Stdammen gemessen, und der in der vorliegenden Arbeit
verwendete Stamm L. monocytogenes EGD-e wurde nicht untersucht. Weiterhin benutzten die
Autoren FUDR, von welchem hier gezeigt werden konnte, dass es die listerielle Proliferation
beeinflusst, und es wurde lediglich eine Dauerinfektion untersucht. Eine Dauerinfektion mit
ausschlieB3lich einem pathogenen Bakterium kommt den natirlichen Umweltbedingungen wenig
nahe, da C. elegans dort wechselnden Nahrungsbedingungen ausgesetzt ist, bei einer
Dauerinfektion stellt L. monocytogenes jedoch die einzige Nahrungsquelle fir Nematoden dar.
Die eigenen Beobachtungen wéahrend der Versuche mit C. elegans lassen vermuten, dass
Listerien im Gegensatz zu E. coli keine optimale Nahrungsquelle darstellen, da unter diesen
Bedingungen die Eiablage dezimiert war (Thomsen et al., 2006; eigene Beobachtungen), und
sich die Wirmer somit schlechter vermehren konnten. Eine Limitierung der Nahrung bzw. der
Kalorienaufnahme fiihrt bei C. elegans zu einer verlangerten Lebensspanne (Lakowski und
Hekimi, 1998), was jedoch in dieser Arbeit bei Futterung der Wiurmer mit ausschlielich
L. monocytogenes nicht beobachtet werden konnte. Einen weiteren Grund fiir das nicht-

pathogene Verhalten von L. monocytogenes gegenuber C.elegans konnte auch die
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Umgebungstemperatur darstellen. Die meisten der listeriellen Virulenzfaktoren werden Uber die
Temperatur reguliert und hauptsachlich bei 37 © exprimiert (Leimeister-Wachter et al., 1992;
Hanna und Wang, 2006; McGann et al., 2007), was der durchschnittlichen Kérpertemperatur des
Menschen und der von Saugetieren entspricht. Nematoden kénnen jedoch nur bei maximal 26 °C
kultiviert werden (Riddle et al., 1997). Dies kommt auch den durchschnittlichen
Umweltbedingungen nahe, weswegen Experimente bei hodheren Temperaturen nicht
durchfiihrbar sind. Guha et al. (2013) zeigten jedoch auch, dass bei einer Uberexpression des
zentralen Virulenzregulators PrfA kein vorzeitiges Sterben der Wirmer eintrat, was gegen die

Rolle von Virulenzfaktoren bei der Pathogenitat gegentiber C. elegans spricht.

Basierend auf den vorliegenden Daten und bisherigen Studien (v.a. Guha et al., 2013) scheint
L. monocytogenes kein Pathogen fiir C. elegans darzustellen. L. monocytogenes kann sich
erfolgreich in den Nematoden vermehren und fiihrt zu keinem vorzeitigen Tod der Wirmer, bietet
also ideale Voraussetzungen, um Nahrstoffflisse zwischen dem Wurm und Bakterien zu
untersuchen. Daher wurde C. elegans im weiteren Verlauf als Modell fiir die Untersuchung von

N-Flussen zwischen L. monocytogenes und dem Wurm etabliert.

2.2.3 Markierung von C. elegans mit 15N

In bisherigen in vivo-Studien mit 3C wurden Zellkultursysteme verwendet, um Stofffliisse
zwischen Pathogenen und der Wirtszelle zu detektieren, und so einen Einblick in die
metabolischen Beziehungen zu gewinnen, die diese beiden Partner unterhalten (Eisenreich et
al., 2006; Eylert et al., 2008; Heuner und Eisenreich, 2013; Grubmdiller et al., 2014). Des Weiteren
wurde Isotopologue Profiling auch mit Amében durchgefuhrt, die mit Legionella pneumoniae
infiziert wurden, jedoch bisher nicht mit mehrzelligen Organismen, wie beispielsweise C. elegans
(Eisenreich und Eylert, 2010; Hauslein et al., 2015).

C. elegans oder auch Drosophila melanogaster kdnnen vollstandig mit stabilen Isotopen wie 15N
markiert werden (Krijgsveld et al., 2003; Spanier et al., 2009). C. elegans wurde hier nach einem
Protokoll von Gouw et al. (2011) mit >N vollmarkiert. Dazu wurde zunéchst der Futterstamm
E. coli OP50 durch Anzucht in 1>N-Spectra-9-Medium (Cambridge Isotope Laboratories, USA),
welches nur schweren Stickstoff enthalt, markiert. Die Bakterien wurden anschlieBend auf *°N-
NGM Platten kultiviert, welche ebenfalls mit diesem Medium hergestellt wurden. Die auf diese
Weise Uber mehrere Generationen angeziichteten Nematoden nehmen so im Verlauf ihrer
Entwicklung Stickstoff nur in Form von 15N auf, was zu einer nahezu vollstandigen Markierung
der Wirmer fuhrt (Tab. 2 in Kern et al., 2016). Die Differenz ist dabei auf die Messmethodik
zurtickzufiihren. Dabei lieR sich bereits nach einem Tag auf markiertem Futter eine °5N-
Gesamtanreicherung von 64 % (Gly, His) bis 71 % (Ala) in den AS der Wirmer messen (Abb. 4
in Kern et al., 2016). Dies spiegelt die hohen metabolischen Umsatze wider, mit denen C. elegans
die frihen Phasen seiner Entwicklung durchlauft. Nach einem zuséatzlichen Tag waren bereits
Uber 80 % 5N messbar, wobei dieser Wert im weiteren Verlauf des Experimentes bis zum Tag

sieben nur noch langsam weiter anstieg. Die hohen metabolischen Umsétze lassen sich durch
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die effektive und schnelle Aufnahme und Verwertung der Nahrung durch C. elegans erklaren, so
passieren Marker wie Mineral6l oder Latexkiigelchen den Darm eines adulten Wurmes in 3-10
Minuten (Avery und Shtonda, 2003). Vollstandig markierte Nematoden verloren den schweren
Stickstoff nach Umstellung auf eine unmarkierte Futterquelle mit &hnlicher Geschwindigkeit, nach
einem Tag sanken die 1°N-Einbauraten bereits auf 56 % (Gly) bis 44 % (Tyr, lle). Die Dynamik
des 15N-Verlustes verhielt sich in den weiteren Tagen des Experimentes ahnlich wie bei der
Markierung, ab Tag drei nach der Umstellung sanken die Raten nur noch geringflgig weiter.
Diese Markierungs- und Entmarkierungsgeschwindigkeiten hangen vermutlich auch mit dem
Alterungsprozess der Wirmer zusammen, welcher den Metabolismus stark beeinflusst. Die
Expression vieler Gene, die am Metabolismus beteiligt sind, ist bei dlteren Nematoden riicklaufig
(Golden und Melov, 2007). Auch der Sauerstoffverbrauch der Wirmer bei der Atmung, welcher
mit der Stoffwechselrate zusammenhéngt, ist in den jugendlichen Entwicklungsstadien am

hdchsten und fallt exponentiell mit zunehmendem Alter (Vanfleteren und Vreese, 1996).

Die Isotopologen-Muster von His, Arg und Lys enthielten in beiden Experimenten entweder
ausschlieRlich 15N oder waren unmarkiert, und es konnten keine gemischten Muster detektiert
werden (Abb. S4 in Kern et al., 2016). C. elegans scheint daher AS und Oligopeptide, welche 15N
oder *N enhalten, aufzunehmen und direkt in metabolische Produkte einzubauen, anstatt aus
Vorlaufern eigene AS zu synthetisieren. Die AS und Oligopeptide stammen dabei aus dem
nahrstoffreichen Darminhalt, bestehend aus Zelllysat von E. coli OP50. Stickstoff wird bei
C. elegans zum GroRteil iber Ammonium, aber auch in Form von AS ausgeschieden (Rothstein,
1963; Rothstein und Rothstein, 1965). Der N-Anteil, welcher in den letzten Tagen der
Markierungsexperimente nicht mehr ausgetauscht wurde, kénnte zu stabilen Molekilen, wie
Strukturproteinen oder Zellmembrankomponenten, gehéren. Insgesamt demonstriert dieses
Experiment mit den hohen Wertadnderungen nach bereits einem Tag der Futterumstellung den
enormen metabolischen Durchsatz, mit dem C. elegans seinen Stoffwechsel und, wie hier gezeigt
werden konnte, auch insbesondere den N-Stoffwechsel, betreibt. AuRerdem konnte auch belegt
werden, dass Uber einen Zeitraum von sieben Tagen markierte N-Atome im Wurm vorhanden
sind, welche bei der Infektion des Wurmes mit L. monocytogenes von diesen aufgenommen

werden kdnnen.
2.2.4  Entwicklung einer Methode zur Isolation von L. monocytogenes aus C. elegans

Die Bestimmung des 15N-Gehaltes in bakteriellen AS mit GC-MS erfordert einen hohen
Reinheitsgrad der zu messenden Proben. Dies war ein entscheidender und kritischer Schritt, von
dem die Eignung der gesamten Methode zur Untersuchung von Stoffflissen maf3geblich abhing.
Nach der Infektion der Wirmer mit L. monocytogenes und einer ausreichenden
Proliferationsphase wurden die Wirmer dreimal mit M9-Puffer (0,1 % Triton X-100) gewaschen
und anschlieRend mit Silicakiigelchen in einem FastPrep-24 mechanisch aufgeschlossen. Das
so erhaltene Homogenisat enthielt somit eine Mischung aus C. elegans, L. monocytogenes und
mdoglichen Restanteilen von E. coli OP50. Zur selektiven Isolation der Listerien aus C. elegans
wurden daher verschiedene Methoden getestet. Die Dichtegradienten-Zentrifugation mit einem

Saccharosegradienten, bei der die Probe in einer geschichteten Saccharoselésung in
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Konzentrationen von 35-65 % bei 28.000 rpm fir zwei Stunden zentrifugiert wurde, lieferte keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Zum einen war die Ausbeute der Bakterien zu gering, um als
deutliche Bande im Gradienten erkennbar zu werden, zum anderen kann aufgrund der Natur
dieser Methode keine Reinheit der Probe von anderen Bestandteilen garantiert werden. Die
Separation Uber eine Reihe von Filtern immer kleiner werdender Porendurchmesser bis zu einer
GrolRe von 3 um stellte sich ebenfalls als nicht selektiv genug heraus, da auch hier restliche

Nematodenbestandteile nicht ausgeschlossen werden konnten.

Eine weitere Methode zur Isolation von Zellen aus Flussigkeiten ist die immunomagnetische
Separation (IMS). Diese basiert auf der Verwendung von magnetischen Kiigelchen, welche mit
Antikdrpern gekoppelt sind, die gegen die zu isolierenden Zellen gerichtet sind. Nach Inkubation
der Flussigkeiten mit den Kigelchen werden diese anschlieBend mit Hilfe einer Magnetsaule
fixiert und kdénnen so vom Rest der Bestandteile getrennt werden. Diese Methode wurde
urspringlich fur die Anwendung bei eukaryotischen Zellen im Bereich der Immunologie, den
Neurowissenschaften, der Stammzellforschung und Krebsforschung entwickelt. Jedoch konnten
damit auch bereits erfolgreich Bakterien der Gattung E. coli aus einem Gemisch mit
Stenotrophomonas maltophilia gewonnen werden (Dai et al., 2011). Das dabei verwendete
MACS® MicroBeads System der Firma Milteny Biotech wurde in dieser Arbeit auf die Isolation

von L. monocytogenes aus C. elegans-Lysat adaptiert.

L Homogenisieren von C. elegans mit Silicaklgelchen

Probenvorbereitung

‘-i' Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit

v, -
3 iq‘y Filtern des Uberstandes (10 pm, 3 pm)
¢ m..‘

Reduktion von Nematodenteilen

Immunomagnetische Aufreinigung (IMS) von L. monocyfogenes

Isolation von

L. monocytogenes Bakterienpellet fiir Isotopologue Profiling

Abbildung 16: Isolation von L. monocytogenes aus C. elegans.

Die Nematoden werden mit Hilfe von Silicakiigelchen in einem FastPrep-24 aufgeschlossen. AnschlieRend
werden durch Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit und Filtern die Nematodenteile in der Probe
reduziert. Aus dem so erhaltenen Lysat werden durch IMS die Listerien aus der Probe selektiv isoliert.

Zu diesem Zweck wurde ein mit Biotin gekoppelter anti-Listeria sp. Antikdrper (ViroStat, Portland,
ME) verwendet, welcher an die Listerien bindet. Das Nematoden-Homogenisat wurde vor
Inkubation mit dem Antikorper gefiltert, um ein Verstopfen der Saulen zu verhindern. Die nur 50
nm grof3en, magnetischen Kigelchen (MACS® Streptavidin MicroBeads) sind mit dem Protein

Streptavidin konjugiert, welches an das Biotin der anti-Listeria sp. Antikdrper bindet und Uber
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diese Wechselwirkung die Bakterienzellen mit den Magnetkiigelchen koppelt. Die magnetisierten
Zellen werden anschlielend durch Aufreinigung Uber eine Saule, die eine biokompatible,
ferromagnetische Oberflache besitzt, in einem sehr starken Magneten zuriickgehalten, und nach
Entfernen des Magneten aus der Saule gewaschen. Die Isolation wurde nach dem modifizierten
Protokoll von Dai et al. (2011) durchgefiihrt und jede Probe Uber zwei Sdulen aufgereinigt. Das
dadurch jeweils erhaltene Pellet wurde zur Optimierung der Reinheit ein zweites Mal Uiber frische
S4ulen geschickt. Abbildung 16 zeigt eine Ubersicht iiber den Versuchsablauf zur Isolation von

L. monocytogenes aus C. elegans.

Mit Hilfe dieser Methode wurden aus einer Menge von 10 quadratischen Platten (12 cm x 12 cm)
mit C. elegans bis zu 1 x 108 Listerien isoliert. In einer Kontrolle, bei der der konstitutiv GFP-
exprimierende Listerienstamm L. monocytogenes EGD-e c-GFP (Balestrino et al., 2010)
verwendet wurde, konnte das aufgereinigte Bakterienpellet aufgrund der Fluoreszenz als solches
bestatigt werden (Abb. S5A in Kern et al.,, 2016). Um Verunreinigungen durch E. coli OP50
auszuschlie3en und die Selektivitat der Methode zu demonstrieren, wurde das Bakterienpellet
direkt nach der Isolation auf Selektivagar kultiviert. Dabei konnte nur ein geringer Anteil an E. coli
OP50 Bakterien von ca. 10 % festgestellt werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil von E. coli OP50-Bakterien in einem tber IMS isolierten Listerien-
Pellet.

Die mit IMS isolierten Bakterienpellets enthalten lediglich einen geringen E. coli-Anteil von ca. 10 %. Gezeigt
sind die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten sowie deren Standardabweichung.

Aufgrund der geringen GroRRe der superparamagnetischen Kigelchen und der Tatsache, dass
sie biologisch abbaubar sind, missen sie fir weiterfihrende Untersuchungen nicht entfernt
werden. Auch fur die Messung tber GC-MS fiir das Isotopologue Profiling, bei der die bakteriellen
Proteine durch saure Hydrolyse in AS zerlegt werden, konnten die Proben somit ohne

weiterfihrende Modifikationen direkt verwendet werden.
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2.2.5 N-Flusse zwischen C. elegans und L. monocytogenes

In den vorherigen Kapiteln wurden die Methoden und der Ablauf beschrieben, um den Nematoden
C.elegans mit N zu markieren, und nach einer Infektion mit L. monocytogenes mit
anschlieBender Proliferationsphase diese Bakterien selektiv zu isolieren. Mit Hilfe dieses
Versuchsaufbaus sollten N-Fliisse zwischen diesen beiden Organismen untersucht werden (s.
Abbildung 19). Um herauszufinden, ob, und in welchem Ausmald L. monocytogenes Stickstoff
von C. elegans bezieht, wurden die Nematoden, wie beschrieben, mit *N vollmarkiert.
AnschlieBend wurden die so erhaltenen [®N]-C. elegans Wirmer fir zwei Tage mit
L. monocytogenes infiziert und fir drei weitere Tage auf unmarkierten E. coli OP50 kultiviert.
Nach Aufschluss der Wiirmer und Isolation der Listerien Gber IMS wurde die 1°N-Anreicherung in
L. monocytogenes mit GC-MS gemessen. Abbildung 18 (und Abb. 5, Kern et al., 2016) zeigt,
dass 8-15 % der listeriellen AS mit 15N markiert waren. Diese Daten deuten darauf hin, dass die
Bakterien wahrend der Kolonisierung und Proliferation im Nematodendarm eine signifikante
Menge 1°N-haltiger Substrate aufgenommen haben, welche somit von C. elegans bezogen
worden sein missen. Diese kénnten z.B. von erneuerten Darmepithelzellen des Wurmes
stammen, oder auch von Ammonium oder AS, da Stickstoff vom Nematoden in dieser Form
ausgeschieden und somit in dessen Darm sekretiert wird (Rothstein, 1963; Rothstein und
Rothstein, 1965).

50% -~
40% -

30% -
B C.elegans

20% -
m E. coli OP50

10% -

15N-Gesamtanreicherung

0% -
Ala Asp Glu Gly Ser Val lle Leu Pro Thr Phe Tyr Lys His Arg

Aminosaure

Abbildung 18: *®N-Anreicherung in AS von L. monocytogenes nach Isolation aus C. elegans.

Ca. 10 % des Stickstoffs in den listeriellen AS stammt von C. elegans. Ein groRer Anteil an Stickstoff wurde
aus dem Darminhalt, bestehend aus markierten E. coli OP50, bezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus zwei biologischen Replikaten.

Markierte Lys-, His- und Arg-Molekile waren fast ausschlief3lich vollstandig markiert, nur auf3erst
geringe Mengen dieser AS enthielten noch “N-Atome (Abbildung 20). Dies deutet darauf hin,
dass die markierten AS, die von den Nematoden bezogen wurden, primar direkt in neu
synthetisierte, listerielle Proteine eingebaut und nicht fiir den Anabolismus anderer AS degradiert
wurden, wie dies bei den in vitro-Experimenten mit GIn, Ammonium und weiteren Substraten

gezeigt werden konnte.
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Als Kontrolle wurde ein Infektionsexperiment durchgeftihrt, bei dem [**N]-C. elegans fir 24 statt
48 Stunden mit L. monocytogenes infiziert wurde. Die Listerien wurden anschlieRend sofort, ohne
weitere Proliferationsphase auf E. coli OP50, aufgereinigt. Unter diesen Bedingungen wurden von
C. elegans kontinuierlich Listerien in den Darm aufgenommen, sodass nur ein geringer Anteil der
anschlieBend aufgereinigten Bakterien 24 Stunden im Darm proliferieren konnte. Dadurch lieBen
sich, wie erwartet, nur sehr geringe *N-Einbauraten von 4 % (Glu, Thr) bis 12 % (His) in den AS
messen (Abb. S6 in Kern et al., 2016) und somit auch weniger, verglichen mit einer langeren
Proliferationsperiode der Bakterien (Abbildung 18). Dies zeigt, dass die durch IMS gewonnenen
Proben wenig bis gar keine Kontaminationen durch Proteine aus C. elegans aufweisen kénnen,
da ansonsten wesentlich hohere >N-Einbauraten gemessen worden waren und vorab gezeigt

werden konnte, dass die AS der Wiirmer nach einem Tag immer noch 50 % 15N enthielten (Abb.

4B in Kern et al., 2016).
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Abbildung 20: Isotopologenmuster von Lys, His und Arg aus L.monocytogenes bei der
Untersuchung von Stoffflissen zwischen L. monocytogenes und C. elegans.

In den Balkendiagrammen sind die Markierungsmuster der AS mit mehr als einem N-Atom nach der
Proliferation im Darm von **N-C. elegans (A) bzw. C. elegans nach der Fitterung mit *>N-E. coli OP50 (B)
dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei biologischen Replikaten.
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Da nur ein geringer Anteil der listeriellen N-Zufuhr von C. elegans bezogen wurde, wurde der
Versuchsaufbau variiert um herauszufinden, in welchem Ausmald L. monocytogenes Metabolite
aus dem Darm, welche aus der Lyse von E. coli OP50 stammen, verwendet (Abbildung 19). Zu
diesem Zweck wurden unmarkierte Nematoden fir zwei Tage mit L. monocytogenes EGD-e
infiziert und im Anschluss fiir drei Tage auf [U-15N]-E. coli OP50 kultiviert. Die GC-MS Messung
der listeriellen Proteine resultierte in 15N-Einbauraten von 32—-46 % (Abbildung 18 und Abb. 5 in
Kern et al., 2016). Daraus lasst sich schlieen, dass L. monocytogenes sich beim Wachstum im
Nematodendarm hauptsachlich von dessen Inhalt ernahrt, welcher aus vom Wurm
aufgenommenen, lysierten E. coli OP50-Bakterien besteht. Die Isotopologenmuster von Lys-,
His- und Arg-Molekilen zeigten, wie im vorherigen Experiment mit [°N]-C. elegans, eine
vollstandige Markierung dieser AS an (Abbildung 20). Dies demonstriert, dass im Intestinaltrakt
der Wirmer gentgend Nahrstoffe fir L. monocytogenes verfligbar sind, um diese direkt in
Biomolekile einzubauen. Da C. elegans kontinuierlich Nahrung aufnimmt, stellen die hier
verwendeten Bedingungen fir L. monocytogenes eine Umgebung mit reichhaltigem
Nahrstoffangebot in Form lysierter Bakterien dar. Interessant wére zu sehen, ob sich dieses
Verhalten andert, wenn C. elegans die Futterquelle entzogen wiirde, sodass L. monocytogenes
gezwungen ware, sich vermehrt von Nahrstoffen aus dem Wurm zu erndhren. Nach einem Tag
der Futterumstellung auf unmarkierte E. coli OP50 war bereits 50 % des schweren Stickstoffs
ausgeschieden (s. Abschnitt 2.2.3, S. 79) und somit kontinuierlich weniger 15N vorhanden,
welcher von den Listerien hatte aufgenommen werden kénnen. Dies kdnnte ebenfalls ein Grund
dafiir sein, warum bei diesem Experiment nur ca. 10 % 5N-Gesamtanreicherung gemessen

werden konnte.

Substrate wie Ammonium oder Gln wurden vermutlich nicht von C. elegans verwendet, da deren
Assimilation zu gemischten Isotopologen-Mustern in den AS mit mehreren N-Atomen gefihrt
hatte. Bei der intrazellularen Replikation scheinen sich Listerien ebenfalls an alternativen N-
Quellen, anstelle von GIn, zu bedienen, vermutlich um die Wirtszelle nur minimal zu schadigen
(Joseph et al., 2006). Die Aufnahme von Peptiden und AS in diesem Milieu fihrt auch hier zum
direkten Einbau anstelle ihrer Katabolisierung, moglicherweise aufgrund eines Engpasses an
essentiellen katabolischen Intermediaten und Cofaktoren, die fur die Biosynthese von AS
notwendig sind (Grubmuller et al., 2014). Die N&hrstoffverfiigbarkeit fir die Proliferation von
Pathogenen ist ein fundamentaler, aber gréRtenteils unbekannter Aspekt der Interaktion mit dem
Wirtsorganismus. Neben Substanzen aus dem Darm konnte hier gezeigt werden, dass auch N-
Verbindungen vom Wirt aufgenommen wurden, wenn auch nur ein geringer Anteil, was jedoch
auch daran liegen konnte, dass im Verlauf des Experimentes die Menge an Stickstoff rasant
abnimmt, da der Wurm aufgrund seiner hohen metabolischen Umsatzraten schnell demarkiert
wird (s. Abschnitt 2.2.3, S. 79). Solch eine Nutzung von Stoffen aus dem Wirt konnte auch bereits
in einem Experiment mit Mausen gezeigt werden, bei dem *N-markiertes Thr verwendet wurde,
und bei dem interessanterweise die Darmmikrobiota eine entscheidende Rolle spielte fiir den
Abbau und das Verfugbarmachen von Stoffen (Berry et al., 2013). Die hier gezeigten Ergebnisse

unterstreichen abermals die Rolle von Peptiden, AS und den zugehdrigen Transportern bei
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L. monocytogenes bei der Akquirierung von Stickstoff, wahrend einer Infektion von Invertebraten

oder Saugetieren.

2.2.6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde C. elegans fur die Untersuchung von Stoffflissen im Darm zwischen dem
Wurm und L. monocytogenes eingeftihrt. Zur Kontrolle der Nachkommen wurde dazu der
temperatursensitive Stamm C. elegans JK509 ausgewahlt. Pathogenitatsstudien ergaben, dass
L. monocytogenes EGD-e zu keinem vorzeitigen Tod der Nematoden fiihrt und somit fiir diese
nicht pathogen ist, sich jedoch effektivim Nematodendarm vermehrt. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde die Methode des Isotopologue Profiling auf dieses Modell adaptiert, wozu C. elegans
vollstandig mit 1N markiert wurde. Dabei konnten sehr hohe, metabolische Umsatzraten der
Wirmer gezeigt werden. Die Isotopologen-Muster deuten auf3erdem darauf hin, dass die Wirmer
Oligopeptide und AS aus ihrer Nahrung Uberwiegend direkt in neu synthetisierte Proteine
einbauen. Als entscheidender und kritischer Schritt wurde in dieser Arbeit aul3erdem eine
Methode zur Isolation von L. monocytogenes aus C. elegans etabliert, welche als zentralen
Schritt eine immunomagnetische Aufreinigung (IMS) beinhaltet. Auf diese Weise konnten N-
Flisse zwischen C. elegans und den im Darm der Wirmer proliferierenden L. monocytogenes-
Bakterien gemessen und gezeigt werden, dass diese ca. 10 % ihrer N-Versorgung vom Wurm
beziehen. Der Grofteil des Stickstoffs stammte allerdings vom Darminhalt, welcher aus E. coli
bestand, was in einem variierten Versuchsaufbau gezeigt werden konnte. Auf diese Weise
konnten Stoffflisse, bzw. N-Flisse im Speziellen, zwischen einem Wirt und einem Bakterium in
einem in vivo-Modell nachgewiesen werden. Die gemessenen Isotopologen-Muster legen
aul3erdem die Vermutung nahe, dass L. monocytogenes Oligopeptide und AS aus dem Darm
oder dem Wurm hauptsachlich fiir den direkten Einbau in bakterielle Proteine verwendet, was die
Bedeutung dieser Substrate bei der Proliferation in vivo unterstreicht. Die Daten lassen vermuten,
dass die Kolonisierung von C. elegans durch L. monocytogenes eine Strategie darstellt, um sich
in einer geschitzten Umgebung, wie dessen Darm, mit einfachem Zugang zu Nahrstoffen wie
beispielsweise Stickstoff, effektiv vermehren und des Weiteren auch in der Umwelt verbreiten zu

kénnen.

2.2.7 Publikation 2: Pathogen-nematode interaction: Nitrogen supply of Listeria
monocytogenes during growth in Caenorhabditis elegans

Die im vorhergehenden Abschnitt 2.2 beschriebenen Ergebnisse basieren auf der im Folgenden

eingebundenen Publikation Kern et al. (2016).
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Summary

Listeria monocytogenes is a Gram-positive faculta-
tively intracellular human pathogen. Due to its sapro-
phytic lifestyle, L. monocytogenes is assumed to
infect and proliferate within soil organisms such as
Caenorhabditis elegans. However, little is known
about the nutrient usages and metabolite fluxes in
this bacterium—nematode interaction. Here, we estab-
lished a nematode colonization model for
L. monocytogenes and a method for the efficient
separation of the pathogen from the nematodal gut.
Following '*N labelling of C.elegans and gas
chromatography-mass  spectrometry-based °N
isotopologue analysis, we detected a high basal
metabolic rate of the nematode, and observed a sig-
nificant metabolic flux from nitrogenous compounds
of the nematode to listerial proteins during prolifera-
tion of the pathogen in the worm’s intestine. For com-
parison, we also measured the N fluxes from the gut
content into listerial proteins using completely "*N-
labelled Escherichia coli OP50 as food for C. elegans.
In both settings, L. monocytogenes prefers the direct
incorporation of histidine, arginine and lysine over
their de novo biosynthesis. Our data suggest that
colonization of nematodes is a strategy of
L. monocytogenes to increase its access to N-rich
nutrients.

Introduction

Listeria monocytogenes is a Gram-positive pathogen that
mainly affects immunocompromised individuals, pregnant

Received 2 October, 2015; accepted 8 October, 2015, *For corre-
gpondenca. E-mail thilo.fuchs@wzwitum.de;, Tel. 0049-(0)-8161-
713518; Fax 0049-(0)-8161-714492.

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wilsy & Sons Ltd

women and newborns. The most common vehicles of
infection by listeriae are dairy products, eggs, seafood
and vegetables. A hallmark of this facultative intracellular
pathogen is its capability to escape from the intracellular
vacuole by disrupting the phagosomal membrane
and to replicate within the cytoplasm of host cells
(Vazquez-Boland et al,, 2001). A successful infection by
L. monocytogenes requires not only the expression of
virulence genes, but also metabolic capacities that allow
proliferation in an environment characterized by limited
nutrient availability. In a pioneer study, '*C-isotopologue
profiling was established for direct identification of the
major carbon sources of L. monocytogenes replicating
within macrophages (Eylert et al., 2008). Factors respon-
sible for nutrient uptake such as oligopeptide permeases
and the hexose phosphate transperter have also been
shown to be a prerequisite for proliferation of pathogenic
L. monacytogenes (Borezee et al, 2000; Schauer et al,,
2010); (Chico-Calero et al.,, 2002).

Listeria monocytogenes has been isolated from soil,
silage, groundwater, sewage and vegetation (Gray
and Killinger, 1966; Lang Halter efal, 2013). It can
be assumed that during its saprophytic lifestyle,
L. monocytogenes often encounters fungi, protists and
nematodes (Freitag ef al, 2009). The relevance of the
interaction with lower eukaryotic hosts for the persistence,
transmission and evolution of pathogenic listeriae still
awaits disclosure. For example, it is largely unknown
whether listeriae are killed by these predators, or survive
possible uptake and then even profit from a close asso-
ciation with these organisms. The later hypothesis is in
line with the finding that listeriae produce factors associ-
ated with mechanisms of resistance to low pH and
osmotic stress. Thus, it may be speculated that the nema-
tode provides an envirenmental niche being rich in nutri-
ents, particularly nitrogen sources that may be less
available in the soil.

Little is known about the in vive N metabolism of
L. monocytogenes. |t is believed that the pathogen
replaces glutamine, which is one of the optimal nitrogen
sources of L. monocytogenes in vitro (Fisher, 1999), with
ammonium, arginine and/or ethanclamine as nitrogen
sources during replication in the host (Buchrieser et al,
2003; Joseph etal, 2008; Joseph and Goebel, 2007;
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Ryan efal, 2009; Fuchs et al, 2012; Staib and Fuchs,
2014; Kern et al, 2015). An analysis of specific metabalic
traits during infection of hosts with L. monocytogenes by
"N isotopologue profiling has not yet been performed, as
in vivo approaches have long been hampered by the lack
of technology to study metabolic fluxes in an appropriate
biclogical system. To determine and quantify possible
nitregen fluxes from a natural host to L. monocytogenes,
we established Caenorhabdilis elegans as an infection
organism and followed the proliferation of the pathogen in
the nematedes’ gut. To apply isotopologue profiling, we
either "N labelled the nematode before infection or
exposed the worms to labelled Escherichia coli QP50
after infection. We then established a method for separat-
ing listerial cells from the worm as well as from the feeding
bacteria. The fraction containing L. monocytogenes was
hydrolysed under acidic conditions, and the resulting
amino acids were silylated and analysed by gas
chromatography—mass spectrometry {GC-MS}, revealing
"N enrichments and isotopomeric compositions. The
unique '*N-labelling patterns revealed unprecedented
insights into the N metabolism of L. monocytogenes in
vivo.

Results and discussion

Establishing C. elegans as a host model for
L. monocytogenes infection

Caenorhabdifis elegans has a short generation time of
2—-4 days. To control C. efegans progeny during infection
experiments lasting up to 1 week, we tested the effect of
the antimetabclite 5-fluoro-2’-deoxyuridine (FUDR) on
the growth of L. monocytogenes EGD-e in the C. elegans
strain N2. FUDR inhibits DNA replication by blocking
thymidylate synthetase and, as a result, nematodal prolif-

Table 1. Bacterial and nematode straing used in this study.

In vive N metabolism of Listeria 21

eration. However, it does not change the general physiol-
ogy or lifespan of the worm {(Mitchell etal, 1979).
Following infection with L. monocyfogenes, worms grown
to larval stage 4 (L4 stage) were transferred to nematode
growth medium (NGM) plates with or without 10 uM
FUDR. Five days after infection, the worms were lysed,
and the lysates were plated on selective agar. The
number of listerial cells isclated from worms maintained
on FUDR plates was three orders of magnitude lower than
the number of celony-forming units {cfu) from worms cul-
tivated without FUDR (Fig. 51). We coencluded that FUDR
not only prevents nematodal proliferation, but also growth
of L. monocytogenes and is accordingly unsuitable for
infection experiments with EGD-e. This explains the
outcome of a study in which the authors had used FUDR
and erroneously stated that L. monocytogenes does not
kill C. elegans, but even extends the worm's lifespan
{(Guha etal, 2013). To avoid nematode proliferation, we
instead selected a temperature-sensitive nematode
mutant strain JK509. This strain carries the mutated gene
alp-1, which confers sterility at 25°C, but allows prolifera-
tion of the worm at lower temperatures {Austin and
Kimble, 1987) {Table 1).

Listeria monocytogenes EGD-e is not pathogenic
towards C. elegans

The nematode C. elegans has been used successfully as
a model host for studying Gram-positive and Gram-
negative pathogens including Salmonelia enterica,
Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Entero-
coceus faecalis and Yersinia spp. [Darby etal, 1999;
Aballay et al, 2000; Labrousse et al., 2000; Garsin et al,
2001; Styer etal, 2005; Begun efal, 2007, Maadani
et al,, 2007; Spanier et al, 2010; (reviewed by Sifri et al,
2005)]. All these pathogens, but not Bacillus subtilis

Strains Description/antibiotic resistance Source

Bacteria

E. coli OP50 Uracil auxotroph CGC

E. colif OPSO/pGFP OPE0 expressing GFP CGC

EGD-a L. monocytogenas By 1/2a, wild type, derivative of EGD (Glaser ef al, 2001)
EGD-e/pHP32 Em® (5pgml ') This study

EGD-e cGFP pAD1-cGFP chromogomally integrated in EGD-e; Cm™ (7 ug ml ') (Balestrino et al., 2010)
EGD Aint4B In-frame deletion of inlAB (Greiffenberg ef al, 1997)
EGD AiniC In-frame deletion of inlC (Engelbrecht ef al, 1996)

EGD AinlGHE In-frame deletion of inlGHE
EGD AintABAINIGHE
Nematodes

C. elegans N2

C. elegans JKS09

C. elegans var Bristol, grown at RT
gip-1(g231) 1L

In-frame deletion of inlAB and iMlGHE

(Raffelsbauer et al,, 1998)
(Bergmann ef al, 2002)

[e=c [
CGEC (Austin and Kimble, 1987)

Temperature sensitive, fertile at 15°C, sterile at 25°C.

CGC, Caenothabditis Genetics Centre.

Eschetichia coli was grown in lysogeny broth (Sambrook and Russell, 2001) and L. monocyfogenes was grown in BHI medium (Merck, Damstadt,
Germany) at 37°C with shaking. The worms were maintained by standard procedures, and synchronization of the worms was obtained by

hypochlorite treatment (Stiernagle, 1999).

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology Reports, 8, 20-29
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Fig. 1. Survival curves of C. elegans strains infected with

L. monocytogenes EGD-e. Fifty microlitres of an ovemnight bacterial
culture was spread on 8.5 cm diameter NGM plates (E. cofi) or BHI
plates (L. monocytogenes). The plates were incubated for 1 day
(L. monocytogenes) or 2 days (£, coli) at room temperature (RT)
and stored at 4°C. Before use, the plates were equilibrated to RT.
Fifty L4 larvae were infected with L. monocytogenes EGD-e on BHI
plates (or permanently exposed to £. cali OP50 on NGM plates in
the control group) for 4 h at 25°C and then transferred back to
NGM plates with an £. coli OP50 lawn. The worms were incubated
at 25°C and transferred individually to fresh feeding plates every
day to separate them from their progeny. Experiments with

C. elegans JK508 were performed without daily transfer of worms
that were sterile at 25°C.

A. Lifespan of C. clegans N2 after exposure to L. monocyfogenes
EGD-e. The average TDs was 11 days for the control group and
12 days for the infected nematodes. The curves were not
significantly different (P = 0.9032).

B. Survival assay performed with the C. efegans strain JK508. No
significant differences were detected between the TDs; values of
uninfected and infected JK508 nematodes (TDs. = & days for both,
F=0.1424). The number of dead and viable worms was moenitored
daily. Lifespan curves were pletted using Kaplan—Meier survival
analysis with GraphPad Software (San Diege, CA, USA). Curves
were compared in this analysis by log-rank (Mantel=Cox). The plots
are based on one experiment with three replicates with n> 150
animals per curve for strain N2 and n = 120 animals per curve for
strain JKS09,

{(Marroquin ef af, 2000), infect and kill the nematode. To
determine the pathogenicity of L. monocytogenes EGD-e
towards C. elegans, we performed survival assays
with L4 larvae of the C. elegans strain JK509 and, for
comparison, of the wild-type strain N2 as described
recently (Spanier etal, 2010). After infection with
L. monocytogenes EGD-e for 4 h, the worms were trans-
ferred back to plates with E. coli OP50. The plates were
monitored until all worms were dead. For strain N2, we
calculated an average time for 50% of the nematodes to
die [50% time to death {TDs)] to be 11 days for the control
group and 12 days for the infected nematodes. The
curves were not significantly different (P=0.9032,
Fig. 1A). In comparison with strain N2, the lifespan of
JK509 worms was 2 days shorter, possibly due to its
pregrowth at 15°C. Again, ne significant differences in the
TD:, values between uninfected and infected JK509
nematodes (TDw =9 days for both, P=0.1424) were
detected (Fig. 1B).

To test whether L. monocyfogenes EGD-e is patho-
genic to the nematode under permanent exposure to
EGD-e, a modified lifespan assay was performed.
Because NGM is not appropriate for the cultivation of
listeriae that require a nutrient-rich medium, L4 larvae of
the C. elegans strain N2 were transferred to brain-heart
infusion (BHI) plates with a lawn of EGD-e/pHPS9. The
plates contained 5 ug mi' erythromycin to prevent the
growth of E. coli OP50. Worms feeding on OPE0 served
as the control group. Again, the TDs, values of the control
group feeding on OF50 and of the worms that had been
permanently exposed to L. monocytfogenes did not differ
significantly {TDs, = 10 days for both, P=0.2109). Taken
together, L. monocytogenes did not kill the worms under
the conditions applied here and is thus not pathogenic to
C. elegans. Accordingly, we previously demonstrated that
acid-shocked L. monocytogenes kills C. elegans and con-
cluded that the nematode is a natural host of listeriae
(Neuhaus et al, 2013). This conclusion is in line with the
cbservation that worm populations persisted for 7 days
when continually exposed to several strains of
L. monocytogenes, followed by shedding of the bacteria
into the environment {Caldwell etal, 2003; Anderson
et al., 2008). All these data challenge a study that reporis
a nematocidal activity of L. monocytogenes depending on
virulence factors (Thomsen et al., 2008).

Listeria monocytogenes replicates in the gut of
C. elegans

To investigate the survival capability and growth
behaviour of L. monocyfogenes in the worm's gut,
the C. elegans strain JK509 was infected with
L. monocytogenes for 4 h, transferred back to plates with
E. coli OP30 and cultivated for & days. Each day, the

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wilsy & Sons Ltd, Environmental Microbiology Reports, 8, 20-29
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Fig. 2. Proliferation of L. monocytogenes EGD-e in C. elegans
JKE09. The worms were infected for 4 h, washed with M2 buffer
containing 0.1% Triton X-100, and then tansferred back to NGM
plates with £, coli OP30. The worms were further incubated at
25°C. At each time point, aliquots of 10 worms were washed three
times, lysed with 1 mm silica beads in a FastPrep-24 (MP
Biomedicals, Solon, OH), 45sat85m s ', three times and plated
on selective BD Palcam Listera agar (Oxoid, Thermao Scientific) to
count living bacteria after incubation at 37°C for48h. T =0
indgicates the bacterial cfu directly after infection when the worms
had been fed L. monocytogenes for 4 h. Each experiment was
performed in triplicate. The mean values and their standard
deviations are indicated.

number of viable EGD-e cells was determined (Fig. 2}.
After 1 day of feeding on E. coli OP50, the number of
listerial cells isclated from the worms dropped from
569x10* to 9.16x10° The bacterial counts then
steadily increased until 5 days post infection to a
maximum of 2.09 x 10° cfu/worm, suggesting that EGD-e
replicates in the gut of JK509. A comparable proliferation
was observed for EGD-e in strain N2 {Fig. S52).

To confirm the growth of L. monocytogenes in the nem-
atode’s gut, we infected the C. elegans strain JK509 for
4 h with L. monocyfogenes EGD-e cGFF, a strain that
constitutively expresses the green fluorescent protein
(GFP). Directly after infection and washing, bacteria were
visible throughout the intestinal tract of the worms
(Fig. 3A). One day after infection, no listeriae were visible
in the worms by microscopic survey. From day 2 onward,
fluorescent bacterial cells were detected in the pharynx
and in the intestinal region of the gut proximal to the
nematode’s anus. Four days after infection, the number of
listerial cells had increased, as manifested by a higher
fluorescence in the pharynx and the region proximal to the
anus (Fig. 3B). In most worms, listeriae were not spread
evenly throughout the intestine with few or no bacteria
visible between the pharynx and the anus regions. Five
days after infection, the pharynx of the worms (Fig. 3C)
and the posterior part of the intestine were densely colo-
nized with L. monocytogenes. We observed bacteria only
in the pharyngeal and intestinal lumen of the worms, with
no bacteria detected outside the digestive tract of the
worms at any time of infection, supporting the suggestion
that there is no intracellular stage of L. monocytogenes in
nematodes (Thomsen et al., 2008).

In vive N metabolism of Listeria 23

All data confirm the capability of L. monocytogenes to
colonize and replicate in the nematode’s gut. For this
reason, and given that premature killing of the worms after
exposure to listeriae was not observed under cur condi-
tions, we considered C. elegans to be an appropriate
model host for investigation of metabolic fluxes during
infection by L. monocytogenes. Notably, the worm’s intes-
tine shares many morphological properties with human
colon cells, including microvilli, making it also an attractive
model for the study of pathogen—intestine interactions.

Internalins such as InlA, InlB, InlC and INIGHE have
been shown to play a role in listerial virulence mouse
models (Gaillard etal, 1991; Dramsi etal, 1995;
Raffelsbauer etal, 1998, Gouin et al, 2010), and the
genes enceding three of them (InlA, InIB and InlE) are
expressed even at environmental temperature (Neuhaus
et al, 2013). To test their potential role for colonization of
the nematode’s gut epithelium, the C. elegans strain N2
was infected for 4 h with the mutants EGD AinldB, EGD
AinlC, EGD AinliGHE, and EGD AinlAB AinlGHE, and then
transferred to NGM agar plates with £, coli OP50, None of
the mutants showed proliferation in C. elegans in com-
parison with the centrel strain EGD-e (Fig. S3). However,
it cannot be excluded that other internalins encoded by
L. monocylogenes are relevant to the interaction with
C. elegans.

Labelling and delabelling: dynamics of '*N enrichments
in C. elegans

Caenorhabditis elegans can be efficiently labelled with
stable isotopes by feeding on "*MN-labelled E. cofi OP50 for
applications such as isotopologue profiling analysis
{Krijgsveld et al.,, 2003; Spanier et al, 2009}. To charac-
terize nematode labelling and delabelling, we first *N-
labelled E. cofi OF50 by growth in liguid '*N-spectra-9
medium according to the protocol of Gouw and
colleagues (2011). Then, cell preparation, protein hydroly-
sis, amino acid derivatization and GC-MS measurements
were performed as described recently (Grubmiller et af.,
2014}, The aminc acids of strain OP50 were almost exclu-
sively composed of °N atoms as expected (Table 2). For
labelling of C. elegans, worms of strain JK509 were fed
these fully '*N-labelled E. coli ([U-""N]-OP50} on "N NGM
agar plates for at least three generations. Nematodal pro-
teins were then subjected to acidic hydrolysis, and "°N
enrichments of amino acids were determined (Table 2).
Quantitative labelling of the amino acids isolated from
C. elegans was confirmed, albeit to a slightly lower extent
than expected from the '*N excess measured in proteins
of [U-"*N]-OP50.

To investigate how quickly worms replace their "N
atoms with '°M, unlabelled L4 larvae of strain JK509 were
transferred to "N NGM agar plates colonized with "*N-

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology Reports, 8, 20-29
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-B

Fig. 3. Caenorhabditis elegans JK308 infected with L. monocytogenes EGD-e ¢GFP. For microscopic surveillance, the infected worms ware
washed in M@ buffer containing 0.1% Triton X-100, and placed on glass slides in a 10 ul drop of M@ buffer containing 5 mM levamiscle to stop
nematode movemeant.

A. Listeria monocytogenes EGD-e in C. elegans directly after infection. After washing, the bacteria were visible throughout the intestinal tract
of the worm, 200« magnification with an Clympus BX51 microscope.

B. Four days after infection, listeriae were found in the mouth and pharyngeal region and in the intestine; 200:< magnification.

C. Five days after infection, many bacterial cells were idenfified in the worm's pharyngeal region; 400 magnification. From top left clockwise,
brightfield, GFP (green), autofluorescence images of the worm (red) and an overlay of both fluorescence images are shown.

labelled E. coli For a 1-week period, nematodes were
harvested daily using M9 buffer with 0.1% Triton X-100.
After only 1 day on labelled food, 64% (Gly, His) to 71%

Table 2. "N enrichment in the amine acids of E. coli OP50 and
C. efegans N2 after labelling.

(Ala) of the N atoms in the nematode’s amino acids were Amino acid E. coli OP50 (%) C. elegans N2 (%)
replaced with labelled N atoms (Fig. 4A}, indicating a high Ala 99.75 97 82
metabolic rate of the worm. High "N enrichments ranging Gly 99 .54 a8.92
from 80% (Gly, Arg) to 95% (Leu, Val) were detected when Val 99.43 98.98
the worms had been exposed to [U-"°N]-OP50 for 1 week. h:u ggig ggi
We then followed the dynamics of nematode's Pro 0014 93.40
delabelling by transferring fully labelled JK509 L4 larvae Ser 99.48 98.82
onto NGM plates with unlabelled OP50. The nematodes ?:f gggg g?g
were harvested each day and their amino acids were Asp 9910 aa.71
analysed via GC-MS3 (Fig. 4B). We observed a strong Glu 9215 98.44
decrease in '°N enrichment of 44% (Tyr, lle) to 56% (Gly) h\:f ggg? ggi

in the worm's amino acids after 1 day. At day 5

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wilsy & Sons Ltd, Environmental Microbiology Reports, 8, 20-29
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Fig. 4. Labelling and delabelling of the C. elegans strain JKS08.

Fhe Pro Ser Thr Tyr Val Arg

A. Unlabelled L4 larvae were transferred to "*N-labelled plates. After 1 day of feeding on [U-'°N]-OP50, mere than 60% of the "“N atoms in the
nematode’s amino acids were already replaced with "N atoms. After 7 days of contact with labelled OPS0, the '*N enrichrment increased to
95%. The mean values of three technical replicates are shown. As the yield of tertbutyldimethylsilyl (TEDMS)-Arg was low, another aliquot of
500 pul of the eluate was died and treated with 200 pl of 3 M methanolic hydrochloric acid for 30 min at 70°C. After removal of the methanclic
hydrochlonic acid in a streamn of nitrogen, 50 pl of triflucroacetamide (anhydrous) was added to the dry sample, followed by incubation at
140°C for 10 min. The sample was dried, redissolved in 200 ul of ethyl acetate and subjected to GC-MS.

B. The L4 larvae of labelled €. elegans that had been fed [U-""N]-OPS50 for at least three generations were transferred to NGM plates with
unlabelled E. coli OP50 as the food source. The initial enrichment of '*N atomns in the amino acids of the nematode gradually decreased over
a period of 7 days. The mean values of three technical replicates are shown.

corresponding to the end of the proliferation peried when
listeriae are separated from the worms (see next section),
the nematodal amino acids still exhibited an overall N
enrichment of 16% (Ser, lle) to 25% (Gly). During a further
2 days of feeding on unlabelled bacteria, the "N excess in
the worm's amino acids decreased only slightly, ranging
from 14% (lle, Ser, Glu) to 22% (Gly). The isctopologue
patterns of His, Arg and Lys showed that these amino
acids were either fully labelled or did not carry an "°N atom
{Fig. 84), and no turnover of the initially labelled amino
acids was cbserved. This result suggests that the worm’s
basic requirement of these essential amino acids for

protein synthesis during the 7-day period was fulfilled by
permanent uptake and direct incorporation of unlabelled
amino acids or oligopeptides derived from the feeding
strain OF50. It can also be concluded that a predominant
fraction of '*N atoms was excreted in the form of aminc
acids and ammonia (Rothstein, 1963; 1965). The '“N
atoms that were retained in the nematode may belong to
relatively stable C. efegans molecules such as structural
proteins and cell membrane components. In summary, a
majority of the nematode’s N atoms were exchanged
during labelling and delabelling within 1 day when lysed
OP50 cells were used as food.

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology Reports, 8, 20-29
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Fig. 5. "*N fluxes into listerial amino acids during infection of the
nematode.

A. The nematade as the N sauree. [U-'""N]-C. elegans was labelled
with [U-""N]-OPS0 as described, washed and infected with

L. monocytogenes strain EGD-e for 2 days. After washing, the
infected nematodes were transferred to OPS0 plates and incubated
for 3 days. The colour map in the quasi-logarithric form indicates
"N excesses ranging from 1% to 15%. The mean values of three
technical replicates are shown. The amount of methionine (Mat)
was too low for measurement.

B. "N flux from the nematode's gut. Caenorhabditis elegans was
infected with the L. monocylogenes strain EGD-e for 2 days. After
washing, the infected nematodes were transferred to [U-'*N]-OPS0
plates and incubated for 3 days. N was found in all listerial amino
acids in proportions of 32% to 799% (mean values of three technical
replicates). Amounts of methionine (Met) and threonine (Thr) were
not detectable in this experiment.

Separation of listeriae from C. elegans and E. coli

As a prerequisite to analysis of metabolic fluxes in vivo,
we established a method to separate L. monocytogenes
cells from the nematode. Fully '*N-labelled nematodes
([U-""N]-C. elegans) were infected with L. monocytogenes
EGD-e. Te obtain higher listerial counts in the worms,
infection was performed for 2 days instead of 4h.
Caenorhabditis elegans was grown on unlabelled E. coli
QP50 for a further 3 days to allow proliferation of
L. monocytogenes in the worm’s intestine. The worms

were homogenized as described in the legend of Fig. 2.
Nematodal debris was removed from the beads by
repeated washing with 500 ul of M9 buffer containing
0.1% Triton X-100. The debris was pelleted by centrifuga-
tion at 10" x g, and the supernatant was filtered (pore size
10 wm and 3 pm) to remove nematodal cells. The filtrate
was pelleted (6 min, 6654 x g), resuspended in 2 ml of
PBS containing 0.5% bictin-free albumin fraction V (Carl
Roth, Karlsruhe, Germany), and used for subsegquent
immunomagnetic separation with the MACS cell separa-
tion system (Miltenyi Biotech, Auburn, CA) according to
Dai and colleagues {2011) using biotin-conjugated anti-
Listeria sp. antibody (ViroStat, Portland, ME).

As a control for this step, worms were infected with
strain EGD-e ¢cGFP, which constitutively expresses GFP.
The bacterial pellet isolated from C. elegans after 2 days
of infection and 3 days of proliferation on plates with OP50
was analysed by flucrescence microscopy, confirming
that the pellet was composed of fluorescent
L. monocytogenes cells (Fig. S5A). To confirm that E. coli
QP50 was quantitatively removed, we performed a further
control experiment in which the worms were fed with
E. coli OP50 expressing GFF. No fluorescent bacteria
were visible in the microscopic pictures predominantly in
the pharynx or afterregion of the worms (Fig. S5B]).

Listeriae take up host-derived amino acids while
profiferating in C. elegans

[U-*N]-C. elegans was infected for 2 days with
L. monocytogenes EGD-e and fed OP50 for 3 days.
Listerial cells were separated from the lysed worms to
allow analysis of their amino acids. Labelled '*N atoms
were found in all amino acids of L. monocyfogenes
EGD-e in excess rates of 8% to 15% (Fig. 5A). These data
indicate that the bacteria took up significant amounts of
*N-containing substrates from the nematode’s gut during
colonization, in forms such as of oligopeptides or amino
acids secreted into the gut lumen or derived from shed
epithelial cells. The isctopologue patterns of Lys, His and
Arg showed no negligible amounts of these amino acids
bearing both "N and "N atoms (data not shown), sug-
gesting that the labelled amino acids taken up by the
bacteria were incorperated directly into newly synthesized
proteins rather than being degraded and used for anabo-
lism of other amino acids.

As a further control, we performed an infection experi-
ment with the following modifications: 24 h instead of 48 h
infection with L. monocytogenes EGD-e and subsegquent
separation of bacteria from the worms directly after
feeding on listerial lawns. Under these conditions,
C. elegans continuously took up L. monocyfogenes in
excess of the amounts of listeriae colenizing the nem-
atode’s gut. As expected, we measured very low "N

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wilsy & Sons Ltd, Environmental Microbiology Reports, 8, 20-29
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enrichments in amino acids of EGD-e of 4% (Glu, Thr) to
12% (His) (Fig. $6) resembling those obtained after 2
days of infection and 3 days of proliferation on E. coli This
excludes pellet contamination with nematodal proteins
that would have resulted in much higher "*N enrichment
rates (50% after 1 day, Fig.4B) in the amino acids
measured.

Bacterial amino acids are the main N source of EGD-e
during growth in nematodes

Given that only a minority of N atoms in the listerial
proteins was derived from the host, we varied the experi-
mental setup and investigated the extent to which
L. monocytogenes makes use of the nematodal
gut metabolites derived from the lysis of E. coli OP50.
Unlabelled C. elegans worms were infected with
L. monocytogenes EGD-e for 2 days and then exposed to
[U-'°N]-OP50 for 3 days. Listerial cells were isolated and
their amino acids were measured with GC-MS. "N
enrichment in bacterial proteins resulted in values of
approximately 32% to 46% (Fig. 6B). The isotopologue
patterns of Lys, His and Arg revealed complete labelling
(M+2, M+3 and M+ 4, respectively) of these amino
acids, thus resembling the pattern cbserved in the experi-
ment with infected [U-"*N]-C. elegans (data not shown).
We conclude that the intestinal contents of C. elegans are
the main nitrogen source of L. monocytogenes while it
proliferates in the worm’s intestine.

Conclusion

Qur results show that during infection of a nematode,
L. monocytogenes predominately uses nutrients derived
from E. coli, which are continuously taken up and lysed by
the worm, thus providing a nitrogen-rich and readily avail-
able food source during proliferation in the nematode’s
gut. An intriguing observation, however, is that listeriae
also use nutrients from the host that are released into the
worm's gut or are more directly transferred from the host
to the bacterium, which closely interacts with epithelial
cells during colonization. Such an acquisition of host com-
pounds resembles that of members of the mice microbiota
as demonstrated recently in a study using "N threcnine
(Berry et al, 2013). Listeriae do not appear to use nitro-
gen sources from C. elegans such as ammonium {and
thus of ethanclamine and glucosamine) or glutamine,
because their assimilation would have resulted in mixed
isotopologue patterns of the listerial amino acids that was
not detected in our study. Instead, L. monocytogenes uti-
lizes amino acids by direct incorporation into proteins.
This nutrition strategy based on the uptake of peptides
and amine acids is also observed with intracellularly rep-
licating listeriae, which preferentially incorporate amino

In vive N metabolism of Listeria 27

acids into proteins instead of catabolizing them, possibly
due to a shortage of essential catabolic intermediates
andfor cofactors required for the biosynthesis of amino
acids {(Grubmiller etal, 2014). This finding again
stresses the role of peptides, amino acids and their trans-
porters in nitrogen acquisition by listeriae during infection
of either an invertebrate or a mammal.
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Additional Supperting Infermation may be found in the online
version of this article at the publisher's web-site:

Fig. $1. FUDR prevents bacterial proliferation in C. elegans.
The cfu of L. monocytogenes EGD-e after 4 h of infection and
5 days of proliferation in C. elegans on OP50 NGM plates
with or without the addition of 10 pM FUDR. The mean values
of threa biclogical replicates are shown; P=0.0016.

Fig. S2. Proliferation of L. monocytogenes EGD-e¢ in
C. efegans N2. The worms were infected for 4 h, washed and
then transferred back to the plates with E. colff OP50. The
worms were transfamred to new OP50 NGM plates daily for
separation from their progeny. At each time point, the aliquots
of 10 worms were washed, lysed and plated on selective agar
to count living bacteria. Each experiment was performed in
triplicate. The mean values and their standard deviations are
indicated.

Fig. $3. Internalins are not important for the colonization of
the worm. The cfu of L. monocytogenes EGD-e and different
mutant strains after 4 h of infection and 5 days of proliferation
in C. elegans on OP50 NGM plates. The mean values of
three biological replicates are shown. Differences are not
significant (P=0.7481 by one-way analysis of variance).
Fig. S4. |sotopologue pattern during delabelling of the worm.
Relative isotopologue distribution of ""N-labelled C. efegans
amino acids His, Lys and Arg after the indicating days of
feeding on unlabelled E. coliOP50. The mean values of three
technical replicates are indicated.

Fig. $5. Microscopic surveillance of the separation
procedura.

A. Image of a pellet isolated via immunomagnetic separation
from C. elegans infected with L. monocylogenes EGD-e
cGFP. From top to bottom, brightfield and green fluorescence
images, and an overlay of both, are shown; 1000x
magnification.

B. As a control, nematodes were not infected but fed on
E. cofi OP50/pGFF. Shown is a brightfield (left)y and an
overlay (right) of autofluorescence (red) of the worms; 200x
magnification.

Fig. S6. N enrichment in listerial amino acids after 1 day of
infection. The nematodes were incubated on BHI plates with
lawns of EGD-e cells for 24 h. The worms were then washed
and lysed, and listerial cells were isolated. GC-MS measure-
ment resulted in low '*N enrichmant rates of 4% to 12%.
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2.3 Publikation 3: Toward a systemic understanding of Listeria
monocytogenes metabolism during infection

Der in der gesamten Arbeit beschriebene und diskutierte Stand der Forschung basiert teilweise

auf dem im Folgenden eingebundenen Ubersichtsartikel Fuchs et al. (2012).
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Listeria monocytogenes is a foodborne human pathogen that can cause invasive infectionin
susceptible animals and humans. For proliferation within hosts, this facultative intracellular
pathogen uses a reservoir of specific metabolic pathways, transporter, and enzyratic func-
tions whose expression requires the coordinated activity of a complex regulatory network.
The highly adapted metabolism of £. monocytogenes strongly depends on the nutrient
composition of various milieus encountered during infection. Transcriptomic and proteomic
studies revealed the spatial-temporal dynamic of gene expression of this pathogen during
replication within cultured cells or in vivo. Metabolic clues are the utilization of unusual C-
and Cs-bodies, the metabolism of pyruvate, thiarmine availability, the uptake of peptides,
the acquisition or biosynthesis of certain amino acids, and the degradation of glucose-
phosphate via the pentose phosphate pathway. These examples illustrate the interference
of in vivo conditions with energy, carbon, and nitrogen metabolism, thus affecting listerial
growth. The exploitation, analysis, and modeling of the available data sets served as a first
attempt to a systemic understanding of listerial metabolism during infection. L. monocyto-
genes might serve as a model organisrm for systerns biclogy of a Gram-positive, facultative

intracellular bacterium.

Key Is: Listeria

INTRODUCTION

A successful infection by bacterial pathogens requires multiple
adaptation processes including adhesion to host tissues, mod-
ulation of the immune response, or toxic activity toward the
host defense system. Some pathogens enter epithelial cells or are
internalized by professional phagocytes, and these steps are often
followed by bacterial manipulation of the host cell actin skele-
ton and the manipulation of the endocytic route. Most of these
processes, which often require specific virulence factors that enable
the microbes to overcome the various physical and biochemical
barriers of the infected host, have been characterized in detail.

In contrast, little attention has been given to the metabolic
requirements and the metabolic flexibility of bacteria during infec-
tiomn, in parts due to limitation of analytical tools, and because the
bacterial metabolism in vivo and in vitro has erroneously been
assumed to be similar (Mufioz Elias and McKinney, 2006). There
fore, our knowledge about the substrates used by pathogens during
infection, and, equally important, the effect of a bacterial infection
on the metabolism of the host cell is still fragmentary (Joseph and
Goebel, 2007; Fuchs et al.,2011; Rohmeret al., 201 1), Furthermore,
the structural conservation of metabolic enzymes was considered

Abbreviations: oF, sigma factor; BBCAAs, branched-chain amino acids; GAR
glvceraldehyde-3-phosphate; Hly, listeriolysing IPA, isotopolog profiling analy-
sis; Pdh, pyrovate dehydrogenase; PIcA/PICE, phospholipase A/B; PPE, pentose
phosphate pathway; PriA, positive regulatory factor A,

g, intracellular

to prevent the identification of microbe-specific inhibitors. Key
metabolic enzymes, however, that are specifically required during
growth within host cells could constitute a promising new set of
possible targets for antibacterial compounds urgently needed or be
used for the development of food formulas that suppress growth
of pathogenic bacteria (Boigegrain et al., 2005; Becker et al., 2006;
Liautard et al., 2006). Recent progress has been made in determin-
ing the major carbon sources used by intracellularly replicating
pathogens such as Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, and
pathogenic Escherichia coli (Lucchiniet al., 2005; Eylert et al., 2008;
Gotz and Goebel, 2010; Gatz et al, 2010). These data suggest that
pathogens, in order to efficiently replicate within a host or its
cells, have to coordinate their metabolism with the availability of
nutrients during their life cycle (for review, see Eisenreich et al.,
2010).

Listeria monocytogenes is a Gram-positive pathogen that mainly
affects immunocompromised individuals, pregnant women, and
newborns. Severe infections are characterized by bacteremia,
meningoencephalitis, abortion, or neonatal sepsis. The most com-
mon vehicles of transmission of this saprophytic bacterium to
humans are dairy products and other foods including eggs,
seafood, and vegetables. Three hundred eighty-six documented
cases of listeriosis were reported for 2010 in Germany (Robert
Koch-Institut, 2011), and about 1600 in the USA (Centers for
Disease Control and Prevention, 2011). The high lethality rate
of up to 20-30% despite early antibiotic treatment resulted in
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increasing efforts to understand listerial pathogenicity and to find
tools against this pathogen (Vizquez-Boland et al., 2001),

Upon uptake by contaminated food, L. monocytogenes enter
non-phagocytic cells such as epithelial cells, hepatocytes, or fibrob
lasts by the activity of the surface-associated internalins A and B.
In contrast to other facultative intracellular pathogens like Salmo-
nella, a hallmark of L. monocytogenes is that it is capable to escape
from the phagocytic vacuole by disrupting the phagosomal mem-
brane via the expression of listeriolysin (Hly) and phospholipase
A (PlcA). Listerial cells thus access the host cell cytoplasm where
they are not only able to replicate, but also to actively move by actin
polymerization mediated by ActA. Cell-to-cell spreading and sub-
sequent disruption of the vacuolar double-membrane by Hly and
PlcB has also been observed. Having passed the gut epithelium, L.
monocytogenes is capable to resist killing by professional phago-
cytes. It might disseminate via the lymph and the blood to the
liver and the spleen and even cross the blood-brain or the blood-
placenta barrier. All main virulence factors are under control of
the positive regulatory factor A (PrfA; for more details, see reviews
such as Viizquez-Boland et al,, 2001; Dussurget et al., 2004; Hamon

et al., 2006; Cossart and Toledo-Arana, 2008; Camejo et al., 2011).

Here, we will summarize recent omic-studies relevant for the
topic of listerial metabolism during infection, and introduce iso
topolog profiling analysis (IPA) as a technique that allows novel
insights in metabolic fluxes during infection. Then, metabaolic
adaptations and requirement of L. monocytogenes in cultured cells
and n vive, as well as the underlying regulatory factors, will be
resumed. Modeling approaches as further tools that pave the way
toward a systems level understanding of listerial metabolism dur
ing infection will be presented, followed by challenges and future
perspectives in this research field.

OMIC-APPROACHES TO DELINEATE METABOLIC TRAITS
RELEVANT FOR INFECTION

So far, mainly two strategies have been followed to improve our sys
temic understanding of metabolic adaptations by listeriae within
host compartments: firstly, the differences between the transcrip-
tomes and the proteomes of apathogenic and pathogenic strains,
and secondly the analysis of differential gene expression upon the
transition from one physiologically relevant condition to another.

COMPARATIVE APPROACHES
Comparative genomics is important to identify factors and path-
ways contributing to virulence properties, both on the genus level
with insights into host specificities and on the species level regard
ing the biodiversity of certain bacterial lineages (Zhao et al , 2011).
Detection of differences between the genomes of L. monocytogenes
and the apathogenic species L. innocua gave first insights into the
reasons that cause a Listeria species to be pathogenic (Buchrieser
et al., 2003). In a triple analysis involving the whole genome
sequences of L. monocytogenes, L welshimeri, and L. innocua, it was
shown that genome reduction led to the apathogenic L. welshimers,
the latter being derived from early evolutionary events. This find-
ing points to an ancestor more compact than L. menocytogenes
{Hain et al., 2006).

However, the genetic equipment itself does not sufficiently
describe differences of more closely related strains with respect

to their virulence properties. Several proteomic approaches have
been performed in the context of listerial adaption to the host
environment, thus contributing to the systemic understanding of
metabolism during infection (Cabanes et al., 2011). A comparative
in vitro proteomic approach investigated the protein expression
profiles of L. monocytogenes and L. innocua with a focus on the
secretome of both species (Trost et al., 2005). In vifro comparative
transcriptome analysis of L. monocytogenes strains revealed dif-
ferences of the two major lineages/serovar 1/2a, and serovars 4b
and 1/2b including stress-related sigma factor B (see below) and
virulence factors (Severino et al., 2007). Related studies analyzed
the secreted proteomes of L. monocytogenes strains belonging to
serovars 4b, 1/2b, and 1/2a (Dumas et al., 2008, 2009a,b). Due to
the identification of factors possibly involved in substrate degra
dation, those studies might reveal novel insight into the listerial
metabolism in vive. Donaldson et al. (201 1) focused on proteome
differences between an avirulent and two virulent L. monocytogenes
strains representing the two lineages mentioned above. Their data
revealed that most proteins of the intermediary metabolism are
stronger expressed in pathogenic strains in comparison to apath
ogenic strains. Comparison between the two virulent serovars
also revealed metabolic differences in their intramacrophagic pro-
teome, possibly reflecting unequal proliferation rates { Donaldson
et al., 2009).

TRANSITION STUDIES

Two pilot studies had investigated the transcriptome of L. monocy-
fogenes infecting human epithelial (Caco-2) cells and the murine
macrophage cellline P338D 1. Both studies revealed that up to 19%6
of the listerial genes are differentially expressed in comparison to
their level of transcription in BHI medium (Chatterjee et al., 2006;
Joseph et al,, 2006). Differences in the results point to cell-specific
metabolic adaptations during the intracellular replication of L.
monocytogenes, whereas commeon findings support the assump-
tion that several metabolic traits play a central role for listerial
replication in vivo (see below). The analysis of the proteome of L.
monocytogenes strain EGDe replicating in macrophages demon-
strated the upregulation of specific metabolic pathways (van de
Velde et al., 2009). An in vitro proteomic study revealed global
changes in gene expression when L. monocytogenes enters station-
ary phase, a growth condition also relevant in vive (Weeks et al.,
2004). These data clearly indicate that specific metabolic adap-
tations significantly contribute to the capability of pathogens to
replicate within macrophages.

The analysis of the bacterial response to changing conditions
in vitro also elucidates the dynamic of metabolism i vive. Wen
etal. (2011) investigated the reversible transition from the bacilli-
like to the cocci-morphelogy in the long-term-survival (LTS)
phase of L. monocytogenes serotype 4b strain F2365 at different
growth stages in tryptic soy broth with yeast extract (TSBYE).
Transcriptome analysis identified 225 differentially expressed
genes (=4-fold; P < 0.05) with the upregulation of metabolic
genes including those involved in the synthesis of branched-chain
amino acids (BCAAs). Combined treatment with potassium lac
tate and sodium diacetate led to altered metabolism, including a
shift toward fermentative production of acetoin (Stasiewicz el al.,
2011).
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POWER OF ISOTOPOLOG PERTURBATION STUDIES FOR
SYSTEMS BIOLOGY OF INFECTION

The study of biosynthetic pathways and fluxes under in vive con-
ditions is crucial to understand the metabolism and physiology of
microorganisms on a systems level {Winder et al, 2011). While
many important features on metabolism can be deduced on the
basis of genome sequences, RNA transcripts, protein and metabo
lite profiles, and numeric modeling, the direct observation of
metabolic pathways and fluxes during listerial growth in eukary-
otic host cells has long been hampered by the lack of an adequate
technology. One of the recent methods for the quantitative analy-
sis of metabolite fluxes throughout biological systems is based on
growing infected host cells in medium containing stable isotope
Iabeled nutrients (Eylert et al., 2008). For heterotrophic organisms
including pathogenic bacteria such as L. monocytogenes and their
cukaryotic host cells, simple carbohydrates, amino acids, and glyc
erol are among the typical carbon sources and, therefore, serve as
suitable tracers in these labeling studies.

Any perturbation of the natural isotope equilibrium by the sup-
ply of such an isotope enriched compound will naturally spread
in the experimental system via a large number of enzyme cat-
alyzed reactions. In other words, a broad spectrum of biosynthetic
pathways (if not all) is covered by this experimental approach.
As a consequence, comprehensive information about the nature
and the dynamics of the metabolic network can be obtained. Ana-
Iytical methods to monitor the distribution of the stable isotope
{e.g., °C) in biosynthetic products are NMR spectroscopy and/or
mass spectrometry typically coupled with gas chromatography
(GC/MS). Both methods have their specific advantages and disad
vantages. Mass spectrometry is a well-established tool to determine
isotopolog patterns in amino acids at adequate sensitivity (Zam
boni et al,, 2009), Signals with high signal-to-noise ratio can be
obtained even with small sampleamounts, i.e., 10® bacterial cells or
1 mg of dry cell pellet is sufficient for the measurement of protein
bound amino acids (Eisenreich et al., 2010).

After protein hydrolysis, the resulting amino acids are con-
verted into fert-butyldimethylsilyl-derivatives (TBDMS amino
acids). On the basis of the mass patterns, the relative fractions
of isotopomers (i.e., molecular ions or fragments thereof com
prising a defined number of *C-atoms) can be determined for
approximately 50 mass fragments of 15 TBDMS amino acids
under realistic conditions. However, from these analytes only 29
fragments of 12 different TEDMS amino acids (glycine, alanine,
serine, aspartate, threonine, glutamate, valine, leucine, isoleucine,
methionine, tyrosine, and phenylalanine) meet the demands for a
reliable isotopomer quantification (Antoniewicz et al,, 2007). Only
13 fragments comprise all carbon atoms of the original amino
acids (i.e., for glycine, alanine, serine, aspartate, threonine, gluta
mate, proline, methionine, valine, lysine, histidine, phenylalanine,
and tyrosine), whereas all other fragments are observed afier loss
of one or more carbon atoms from the original amino acid. For
most TBDMS amino acids, fragments are detected where C-1 (the
carboxylic atom) has been lost during the ionization. Provided
that the labeling strategy had generated specific profiles in all of
these fragments, the biosynthetic pathways leading to the analyzed
amino acids can be identified in typical studies. Moreover, the
same data can be used to predict the patterns in the precursors for

the respective amino acids as a basis to elucidate the fluxes in the
central intermediary metabolisms. For accurate data, the overall
3C-enrichment should be at least 0.2%; better resultsare obtained
with enrichments =1%.

Notably, the measurements can be done in a high throughput
manner by automated systems, albeit data processing, and inter-
pretation still need considerable efforts by expert users even when
supported by the available software to deconvolute isotopolog
enrichments from the original data. Considering the isotope frac-
tions in the molecular masses of the original metabolites and
one or more {ragments thereof, some limited information can
be gleaned about the positional distribution of the C-label.
However, the positional resolution is still low in comparison with
isotopolog profiling by NMR spectroscopy that, in turn, is worse
in sensitivity (Fisenreich and Bacher, 2007). Nevertheless, the iso-
topomer patterns inamino acids detected by GC/MS already reveal
considerable information about the carbon fluxes in the bacterial
cells and their hosts (see below).

When more than 10'? bacterial cells are available (=10 mg of
dry cell pellet), one- and two-dimensional NMR spect roscopy can
be used in addition to GC/MS. Indeed, high-resolution Bo NMR
spectroscopy is capable to assess '*C-enrichment for each non-
equivalent carbon atom of a metabolite under study. Isotopomers
carrying one *C-atom at different positions display completely
different '*C-NMR spectra with singlet signals at the chemi-
cal shifts for the respective labeled carbon atoms. Notably, this
is in sharp contrast to mass spectrometry, where each of these
isotopomers gives rise to identical signals due to the identical
molecular masses. The same holds true for multiply *C-labeled
isotopologs. Whereas the mass spectra only show the sum of all
isotopologs comprising two or more *C-atoms, respectively, these
isotopologs can be better distinguished by NMR spectroscopy. Due
to scalar 1*C1C couplings, the 1*C-NMR signals of a multiply
3¢ labeled metabolite appear as specific multiplets in the spectra.

On the basis of the *C-NMR coupling signatures observed
for every single (non-equivalent} carbon atom in a *C-labeled
compound, information on the abundance of 2C and C at the
respective neighbored carbon atoms is obtained (i.e., in a frame-
work comprising not more than three to four bonds around the
index atom). As a result, a set of isotopolog groups can be identi-
fied for each *C-NMR signal. On the basis of the signal intensities
(i.e., by deconvolution of the complex coupling patterns providing
integral values for each component in the ¥C-NMR multiplets),
these sets are quantified. For most very small non-symmetrical
molecules (ie., comprising not more than three carbon atoms),
all isotopomers/isotopologs display specific NMR signal patterns
and can be clearly assigned and quantified on this basis (Eisenreich
and Bacher, 2007).

Due to the fact that many of the potential long-range *C
couplings cannot be completely resolved in the *C-NMR spec-
trum of a more complex metabolite (comprising more than three
carbon atoms), the observables are typically not sufficient for
the direct observation of all individual isotopologs. However,
in combination with GC/MS analysis, a sufficient number of
constraints can be determined for amino acids to clearly assign
molecules with single and multiple labels at adjacent carbon
positions. As described below, isotopolog profiling studies have
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indeed contributed important and novel insights into the listerial
metabolism during infection.

THE INTRACELLULAR NICHE

A hallmark of L. monocytogenes is its capability to replicate within
host cells. Thus, auxotrophic mutants indicate possible nutri-
ent limitations within a host cell. For example, listerial strains
defective in the biosynthesis of aromatic compounds as precur-
sors for menaquinone show a strong attenuation in cell culture
and mice infection assays, and a more slightly in vive attenua
tion was observed for mutants requiring the three aromatic amino
acids, threonine, and adenine (Alexander et al., 1993; Marquis
et al.,, 1993; Stritzker et al., 2004). These studies indicate that
hosts provide sufficient organic and inorganic compounds to
overcome selected auxotrophies. In addition, proteins involved in
nucleotide synthesis (PyrD, PyrE, PyrF, and PyrAB) are expressed
at a lower level during replication of L. monocytogenes within
human THP-1 monocytes or macrophages, indicating a sufficient
supply of nucleotides from the host cell (Klarsteld et al., 1994;
van de Velde et al,, 2009). The reduced replication rate of a pyrE
mutant in macrophages (Schauver et al., 2010} again might point
to specificities of host cell lines with respect to their metabolic
status.

The cytosol serves as a compartment that protects pathogens
from killing by the host’s immune system. Its composition with
respect to metabolites is largely unknown, as well as the intra
cytosolic availability of nutrients. Typically, the cytosol exhibits
low concentrations of magnesium, sodium, iron, and calcium
ions at neutral pH (reviewed in Ray et al,, 2009). In total, up
to 100 suitable carbon as well as nitrogen, phosphorus, and sulfur
sources are present within eukaryotic cells (Brown et al., 2008).
The intracellular milieu is a reducing environment that contains
10 mM reduced glutathione and only 0.5 mM oxidized glutathione
(Hwang et al,, 1992), a fact important for growth of L. monaocy-
togenes that depends on the availability of reduced nitrogen and
sulfur sources (Joseph and Goebel, 2007).

It was assumed that facultative intracellular bacteria have devel-
oped a balanced strategy to exploit just enough nutrients from the
host cell to maintain survival and proliferation in the intracellular
niche (Josephand Goebel, 2007). A prerequisite for such a strategy,
however, is that the intracellular compartment is rich in nutrients,
a hypothesis for which the following prosand cons might be stated:

Pros: Strikingly, non-pathogenic bacteria such as Bacillus sub-
tilis or E. coli expressing Hly are able to replicate within the cytosol
following phagocytic uptake and escape from the vacuole (Biclecki
el al., 1990; Monack and Theriot, 2001). The vacuolar passage, for
example by a low pH, might prime the bacterium for intracellular
replication since microinjected non-pathogenic L. innocua, E. coli,
Salmonella enterica serovar Typhimurium, Yersinia enterocolitica,
or B. subtilis failed to proliferate within the cytosol {(Goetz et al,,
20015 Slaghuis et al, 2004; Hain et al,, 2008). Cons: In case cellsare
ahabitat providing easy access to substrates, much more pathogens
beside L. monocytogenes, S. flexneri, Burkholderia pseudomallei,and
Francisella tularensis would exploit this niche (Ray et al., 2009).
Furthermore, all intracellular pathogens exhibit a preference for
certain cell types that might depend on differences in the cytosolic
nutrient composition. For example, the pathogenic strains EGDe

and F2365 could be more metabolically active in J774.1 than in
P388D1 macrophages (Chatterjee et al., 2006),

LISTERIAL METABOLISM WITHIN CELLS

Occupation of the intracellular niche plays a pivotal role for L.
monocytogenes virulence, allowing the pathogen to temporarily
escape from the immune system of the host and to initiate systemic
infection. The host cell cytosol with cell-specific and dynamic
nutrient composition is a complex environment that this intra-
cellular pathogen actively adapts to (Eisenreich et al., 2010). Here,
we will resume what is known about the listerial mechanisms of
substrate acquisition, and the specific metabolic adaptations of L.
monocyfogenes that allow its successful transition from the extra-
to the intracellular milieu (Figure 1).

CARBON SOURCES

The intracellular utilization of glucose or glucose-6-phosphate,
but also of non-carbohydrate nutrients such as glycerol and amino
acids has been demonstrated by IPA studies (Evlert et al., 2008).
A multiple mutant unable to take up and catabolize glycerol due
to a lack of GIpE glycerol kinase (GIpK), glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (GlpD), and DhaK is also attenuated in intracel-
lular growth (own unpublished data). This is in line with the
upregulation of these genes within the cytoplasm of host cells
{Chatterjee et al,, 2006; Joseph et al., 2006) and within the intes-
tine of mice (Toledo Avana et al, 2000). In vitro, genes encoding
glycolysis enzymes and genes involved in the metabolism and
the biosynthesis of BCAA are downregulated, and those required
for gluconeogenesis are upregulated in the presence of glycerol.
All PrfA-dependent genes show a higher level of transcription
under these conditions (Joseph et al., 2008}, On the other hand,
a strain lacking Hpt, a transporter involved in the exploitation
of hexose phosphate from the host cell, is attenuated in vive and
within cells, and its gene, wipT, revealed to be highly upregu-
lated during growth in intracellular strains (Chatterjee et al., 2006;
Joseph et al., 2006). In addition, the decreased transcription of
hpr encoding the phosphocarrier protein of a phosphoenolpyru-
vate (PEP)-dependent phosphotransferase system (PTS) during
intraepithelial replication reflects the lower amount of Hpr in the
absence of glucose (Asanuma and Hino, 2003). These data sup-
port the assumption that glucose-6-phosphate rather than glucose
is used for bacterial metabolism within hosts (Chico-Calero et al.,
2002). This was confirmed by the observation of carbon catabolite
derepression during intracellular growth (Joseph et al,, 2006), and
the finding that a mutant unable to uptake glucose does not show
replication attenuation in macrophages or epithelial cells (Stoll
and Goebel, 2010). Instead of glycolysis, the oxidative pentose
phosphate pathway (PPP) is assumed to be the predominant path
way of sugar metabolism within host cells, since the genes required
for glycolysis are down- and those for PPP are upregulated (Chat
terjee et al., 20065 Joseph et al,, 2006). The non-oxidative branch
of PPP is also upregulated in epithelial cells and results in the
production of xylulose- and ribose-5-phosphate as precursors of
nucleotide biosynthesis ( Chatterjee et al., 2006). This was not sup
ported by proteomic analysis that revealed a decreased abundance
of two enzymes of this pathway, namely the transaldolase lmo2743
and ribose-5-phosphate epimerase during listerial replication in
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human THP-1 monocytes (van de Velde et al., 2009). This contra-
diction might be due to cell-type specific metabolite compositions.
Another possible explanation was only recently been provided by a
proteomic comparison between two pathogenic strains EGDe and
F2365 of L. monocyfogenes with thenon-pathogenic strain HCC23.
The pattern of intermediary metabolism proteins suggests that an
initial period of reduced glycolysis during intracellular replication
is followed by a resumption of glycolysis (Idonaldson et al., 2011).

NITROGEN METABOLISM

Glutamine, convertible to glutamate, is the optimal nitrogen
source for L. monocytogenes in vitro (Fisher, 1999). Little is known
about the in vivo nitrogen metabolism of L. monocytogenes that
is assumed to use ammonium, arginine, and/or ethanolamine as
nitrogen sources during intracellular replication (Buchrieser et al.,
2003; Joseph et al., 20065 Joseph and Goebel, 2007). NrgAB that
is activated by TnrA at low concentrations of nitrogen sources
is responsible for the uptake of ammonium ions, Gene nreAB is
strongly downregulated within murine macrophages (Chatterjee
ctal., 2000}, but upregulated in human epithelial cells (Joseph et al.,
2006). These data again suggest a cell-type dependent availability
of nitrogen sources and/or cell-type specific metabolic adaptations
of L. monocytogenes.

Ethanolamine lyase EutABC has been demonstrated to be
required for wildtype-like intracellular replication of L. mono-
cytogenes (Joseph et al., 2006). Ethanolamine might be derived
from phoshatidylethanolamine by the activity of listerial phos-
pholipases. Thus, phospholipids ubiquitous in host environments

such as the gut might serve as important nitrogen, carbon, and
energy source during infection. This hypothesis is in line with the
finding that ethanolamine can be utilized under anaerobic condi-
tions only (Price-Carter et al., 2001; Winter et al., 2010; Srikumar
and Fuchs, 2011), The role of host peptides in nitrogen metabolism
(see below) remains to be investigated in more detail.

AMINO ACID UPTAKE AND DE NOVQ BIOSYNTHESIS

At least six listerial transporters possibly involved in the uptake
of amino acids and oligopeptides were recently identified to con-
tribute to intramacrophagic survival and replication (Joseph et al.,
2006; Schauer et al., 2010). Induced expression of the oligopep-
tide transporter Imo0135-0137 associated with cysteine transport
has been demonstrated to contribute to proliferation in Caco-2
cells and in vive (Chatterjee et al., 2006; Schauer et al., 2010).
In addition, the oligopeptide permease OppABCDF is not only
a prerequisite for intramacrophagic growth, but also for full vir-
ulence of L. monocytogenes in mice (Borezee et al., 2000; Port
and Ireitag, 2007). These findings support the assumption that
L. monocytogenes uses intracellular peptides as a source of amino
acids (Marquis et al., 1993).

Transcriptomic data showed that genes involved in the biosyn-
thesis of glutamate, glutamine, and arginine belonging to the glu-
tamate family are upregulated during intraepithelial replication of
L. monocytogenes (Joseph et al,, 20006}, Similar findings were made
for tryptophan and the BCAAs valine, leucine, and isoleucine.
BCAAsare among the most abundant amino acids in proteins, and
maintaining their pools is a prerequisite for high-level synthesis of
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proteins (Sonenshein, 2007). The downregulation of aminoacyl
tRNA synthase genes glyS, serS, cysS, ala$S, hisS, valS, thrS, ileS, leus$,
tyrS, and frpS suggeststhat the respective amino acids are available
for L. monocytogenes within macrophages (Chatterjee et al,, 2006).
In a pilot study, this hypothesis was at least partially confirmed
by BC-isotopolog profiling experiments, demonstrating that up
to 50% of the amino acids alanine, aspartate, and glutamate are
recruited from the host cells during intracellular replication of
L. monocytogenes (Eylert et al,, 2008). Results of the same study
indicate a restricted anabolism under these conditions since only
7 of 14 amino acids investigated, namely alanine, aspartate, gluta-
mate, serine, threonine, valine, and glycine ordered by decreased
13C.incorporation, were identified to be de novo biosynthesized
(Eylert et al., 2008).

CENTRAL METABOLISM

A hallmark of the central metabolism of L. monocytogenes is
the incomplete tricarboxylic acid (TCA) cycle due to a lack of
2-oxoglutarate dehydrogenase as demonstrated by genome analy-
sis and 3¢ labeling studies (Glaser et al., 2001; Eisenreich et al.,
2006). 2-Oxoglutarate as a substrate of glutamate synthase links
carbon and nitrogen metabolism. Vice versa, amino acids such as
arginine, proline, and histidine can be converted to 2 -oxoglutarate.

It could be demonstrated that oxaloacetate, the direct or indi-
rect precursor of aspartate and threonine, is generated by an
anaplerotic reaction afforded by pyruvate carboxylation (Eylert
el al, 2008). This reaction is catalyzed by the ATP-dependent
pyruvate carboxylase PycA (Schir et al,, 2010), The critical role
for PycA for proliferation of L. moenocytogenes in vive and within
epithelial cells or macrophages makes it an interesting candidate
for antilisterial compound search (Schindler and Zihner, 1972).
It is worth to note that pyruvate is also the precursor for the syn
thesis of BCAAs that, as demonstrated by several studies cited
here, play a pivotal role during intracellular replication of liste-
riae. Thus, the biosynthesis of BCAAs that is mainly regulated by
catabolite control protein A (CepA) and CodY in an opposite man-
ner also balances the distribution of pyruvate and 2-oxoglutarate
(Sonenshein, 2007).

Oxidative decarboxylation of pyruvate results in acetyl
coenzyme A used for the synthesis of valine and leucine, whereas
isoleucine is more indirectly derived via pyruvate carboxylation
to oxaloacetate as a precursor for aspartate and threonine synthe-
sis. These data suggest a competition of two metabolic pathways
important for intracellular replication, namely the biosynthesis of
BCAA and the replenishing of the TCA cycle. This metabolic sink
might partially be compensated by the increased and decreased
expression of several enzymes involved in amino acid metabolism,
among them p-alanyl-p-alanine ligase and p-alanine transami
nase, an enzyme essential for virulence (Johnson et al., 2004; van
de Velde et al., 2000),

GCOFACTORS

The cofactors riboflavin, thiamine, biotin, and lipoate are sup-
plements of defined growth media for L. monocytogenes. The
vitamin thiamine is required by enzymes of the central metab
olism including Pdh, and the need of its de novo biosynthesis
by L. monocyfogenes suggests its intracellular limitation (Schauer

et al,, 2009). Tts precursors might be derived from glutamine or
from 2-oxoglutarate by overexpressed glutamate dehydrogenase
(van de Velde et al,, 2009), The same authors also argued that
the unexpected induced expression of Pur() and PurM results in
the formation of 1-(5'-phosphoribosyl)-5-amino-imidazole that
might predominantly be used as a thiamine precursor. Indeed,
insertional knockout of pir() attenuated listerial replication inside
macrophages (Schauer et al, 2010). Interestingly, Madeo and
coworkers recently identified thiamine to play a yet unknown role
in listerial tolerance toward low pH as encountered within host
compartments. This was explained by the fact that the thiamine-
dependent conversion of pyruvate to acetolactate and further to
acetoin comprises two proton-consuming steps (Madeo et al.,
20012). The first step is catalyzed by the product of alsS induced
under acidic conditions {Stasiewicz et al., 2011). The use of host-
derived lipoic acid is also relevant for L. monocytogenes infection.
Lipoyl modification of Pdh subunit E2 by lipoate protein ligase
LplA1 was demonstrated to contribute to intracellular replication
and virulence of this pathogen (O’ Riordan et al., 2003 ),

METABOLISM OF L. MONOCYTOGENES IN VIVO
Fundamental shifts in the expression pattern of genes are involved
in the adaptation of listerial metabolism to several host compart
ments. A comprehensive approach was recently performed using
tiling arrays to describe the listerial RNome during transition of
L. monocytogenes from saprophytism to virulence. To this end,
the authors not only studied three physiologically relevant condi-
tions, namely stationary phase, hypoxia, and temperature shifts,
but also investigated sigma B (0®)- and PrfA-negative mutants
(Toledo-Arana et al., 2009), Two PTS required for mannitol and
mannose uptake, and ribose-5-phosphate isomerase as part of the
non-oxidative PPP are also upregulated in intestine and stationary
phase. A remarkable metabolic adaptation to the intestine and the
blood is the increased transcription of the gene cluster involved in
ethanolamine and 1,2-propanediol utilization including the cofac
tor cobalamine (see above), of PTS systems for galactitol, fructose,
and cellobiose uptake, and of DhaKs involved in glycerol utiliza-
tion. Interestingly, the gene clusterslmo03 1 5-Imo0318 responsible
for thiamine biosynthesis, and Imo1983-1991 involved in the
biosynthesis of BCAAsare also upregulated during listerial replica-
tion in blood (Toledo - Arana et al., 2009), This resembles previous
findings that these metabolic traits are required for intracellular
replication (Joseph et al., 2006). In the host intestinal lumen, the
authors observed a o® -mediated activation of genes, whereas in
blood, gene transcription was mainly controlled by PrfA.

Listeria monocytogenes also actively replicates within the spleen
of infected mice. Following intravenous application of strain
EGDe, 3096 of all genes differentially regulated in mice spleen were
found to be invelved in metabolism (Camejo et al., 2009), Upreg
ulated genes include whpT and, in contrast to epithelial cells and
macrophages, genes involved in glycolysis (gap, pgi, fbad, pgm),
whereas those involved in the non-oxidative phase of the PPP
appeared to be downregulated. Genes involved in the expression
of the Pdh complex including its activator, lipoate protein lig
ase, were induced in vivo. The upregulation of genes encoding
pyruvate—formate lyase indicates an anoxic degradation of pyru-
vate to formate and acetyl-CoA in the spleen. The upregulation of
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genes responsible for the biosynthesis of aromatic amino acids
(aroA, pheA), of BCAAs and of amino acids of the aspartate
and glutamate families is in line with the transcription pattern
in epithelial cells and macrophages. An increased expression of
mannose-, maltose-, and cellobiose-specific PTS and a decreased
expression of PTS responsible for fructose, galactitol, and mannitol
uptake was observed. The induction of glrA encoding glutamine
synthetase might hint to an inactivation of TnrA within the spleen.
Remarkably, listerial genes involved in thiamine synthesis are also
upregulated during proliferation in mice spleen.

The human intestine is a yet underinvestigated compartment
with respect to its impact on bacterial metabolism. Here, L. mono-
cyfogenes not only encounters predominantly anaerobic condi-
tions as a prerequisite for ethanolamine utilization, but also a
higher concentration of carbon dioxide known to act as a signal for
bacterial metabolism (Neidhardt et al, 1974; Krdger et al, 2011).
It has been hypothesized that the biosynthesis of threonine via
oxaloacetate and overexpression of threonine synthase is favored
by the high concentration of carbon dioxide (van de Velde et al,
2009). Carbon dioxide is also required for oxidative carboxylation
of glucose-6-phosphate, the first reaction in the PPP.

Some of the data on the listerial metabolism in cell culture
on the one hand and in vive on the other hand, for example the
role of glycolysis, the non-oxidative PPP or the uptake of sugars,
are inconsistent. These discrepancies not only indicate to a more
active multiplication status in mouse organs compared to cell cul
ture studies using immortal cells (Camejo et al., 2009), but also
point to compartment-specific metabolic needs.

REGULATION OF LISTERIAL METABOLISM DURING
INFECTION

During invasive infection, L. monocytogenes not only prolifer
ates within epithelial cells and macrophages, but encounters a
frequent change of the surrounding milieu. Therefore, in vivo
growth isassumed to require the concerted activity of the following
regulators:

CodY, TnrA, AND CcpA

Three global regulators of L. monocytogenes, CepA, TnrA, and
CodY sense key metabolites generated in carbon- and nitrogen
metabolism (Fisher, 1999; Sonenshein, 2007). CodY, a global tran
scriptional regulator, seemsto play a critical role in the intracellular
adaptation of L. monecytogenes. CodY is known to lose its repress-
ing activity when intracellular levels of GTP and BCAAs decrease.
As shown by Bennett et al. (2007), the CodY regulon comprises
genes involved in amino acid metabolism, nitrogen assimilation,
and sugar uptake. Derepression of the CodY operon revealed to be
essential for listerial replication in various cell culture models and
in mice. The authors therefore hypothesized that CodY senses the
metabolic state of the host cell cytoplasm and triggers an adap-
tive listerial response, which is characterized by the induction of
genes involved in the de nove biosynthesis of amino acids such
as glutamate, arginine, histidine, tryptophan, and serine, in the
intermediary carbon metabolism, in the uptake of sugars orin pep
tide, and ammonium transport. The inductionand requirement of
argD) encoding N-acetylornithine aminotransferase during intra-
cellular replication simultaneously with the induced expression of

the arginine transporter Arp] might reflect a limited availability
of this amino acid under intracellular conditions (Klarsfeld et al.,
1994; Joseph et al., 2006). Listerial TnrA, probably encoded by
Imo 1298, is known as the principal global regulator of nitrogen
metabolism in B. subtilis and represses the synthesis of glutamate
synthase (Glt) and glutamine synthetase (GlnA). TnrA expression
revealed to be downregulated within epithelial cells (Chatterjee
et al., 2006), a finding that links to the inactivation of TnrA in the
presence of glutamine (Wray et al.,, 2001}, Less is known about the
role of the listerial catabolite CcpA. Repression of sugar utilization
pathways by glucose is independent of CepA (Gopal et al., 2010),
and CepA is not involved in carbon source regulation of virulence
genes (Behari and Youngman, 1998).

ALTERNATIVE SIGMA FACTOR B {o®)

The transition of L. monocytogenes from the saprophytic to the
pathogenic lifestyle requires an adequate response to environmen-
tal conditions such as low pH, bile stress, carbon starvation, and
the presence of reactive oxygen species on the level of transcription
and expression (Abram et al., 2008a; Hain et al., 2008; O'Byrne
and Karatzas, 2008; Ryan et al., 2008; Soni et al., 2011; Zhang
et al, 2011). The regulon controlled by ¢® plays a major role in
this adaptation process. Moreover, o has been demonstrated to
contribute to invasion of epithelial cells and to gastrointestinal
infection (Kim et al., 2004; Garner et al., 2006; McGann et al.,

resented categories of o -dependent factors were transport and
metabolism proteins, among them pyruvate dehydrogenase Pdh,
a dihydroxyacetone kinase Dhak, the glycerol transporter GIpE,
and a mannese-specific PTS (Kazmierczak et al., 2003). Accord-
ingly, a L. monocytogenes o® mutant lacking o less efficiently used
glycerol as a carbon and energy source (Abram et al.,, 2008b). An
intensive transcriptional reorganization was observed in an in vivo
study based on tiling microarrays in which a o mutant was used
for infection (Toledo-Arana et al., 2000).

POSITIVE REGULATORY FACTOR A

The main virulence regulator of L. monocytogenes, PriA, belongs
to the family of cAMP receptor protein (Crp)/fumarate nitrate
reductase regulators (de las Heras et al,, 2011}, PrfA not only acti-
vates nine key virulence factors including Hpt, but also controls
the expression of further 136 factors including those involved in
the metabolic activity of this pathogen during infection (Milo
hanic et al,, 2003), The direct or indirect regulatory PrfA function
requires an interplay with o® that controls the general stress
response of L. monocytogenes (Ollinger et al., 2008, 2009). Interest-
ingly, there is a close link between metabolism and virulence in L.
monocytogenes since the carbon sources utilized by the pathogen
affect the expression of virulence genes. Especially, glucose, fruc
tose, mannose, or cellobiose transported by PTS downregulated
PrfA-dependent genes (Freitag et al., 2009}, a finding that points
to a low concentration of these sugars within cells. Vice versa,
overproduction of PrfA resulted in growth inhibition in glucose-
containing media and in an increased de nove biosynthesis of
BCAA (Fisenreich et al, 2006; Marr et al, 2006). This sugar
mediated gene repression of PrfA-dependent genes depends rather
on inhibition of PrfA than on changes of the PrfA concentration
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(Renzoni et al., 1997). Taken together, the intracellular availabil
ity of carbon sources might act as a key signal for virulence gene
expression in L. monocyfogenes (de las [eras et al,, 2011).

ADDITIONAL REGULATORY MECHANISMS

Another mechanism that regulates the metabolic adaptation of
pathogens to their hosts is the phosphorylation status of pro
teins. In L. monocytogenes, a eukaryotic-lype serine/threonine-
kinase (PrkA, lmo1820) and a serine/threonine-phosphatase (Stp,
Imo1821) have been identified that play a role during intracellu
lar replication and in vivo, respectively (Archambaud et al., 2005;
Zemansky et al., 2009). In a proteomic approach, 62 proteins were
identified as interacting partners of PrkA including 19 involved
in carbohydrate and amino acid metabolism (Lima et al,, 2011).
PrkA directly influences important metabolic enzymes such as
Pdh, glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) dehydrogenase, pyruvate
carboxylase PycA, an aminotransferase involved in BCAA synthe-
sis, and the acetate kinase Acs. The role of universal stress proteins
(Usps), which support the adaptation to energy deficiencies, in
listerial stress resistance and in virulence has only recently been
demonstrated {Seifart Gomes et al., 2011). In E. coli, the activation
of uspA is regulated by fructose-6-phosphate (Persson et al,, 2007),
but a similar mechanism in Gram-positive pathogens remains to
be elucidated.

MODELING L. MONOCYTOGENES METABOLISM UNDER
INFECTION CONDITIONS

Systems biology approaches of listerial infection use a combina-
tion of genome-based bicinformatics tools including sequence and
domain analysis, function and structure prediction for proteins,
and phylogenetic comparisons. The focus of modeling has been on
(intracellular) metabolism, pathogenicity factors, host-pathogen
interaction, and the immune response of the host (Schauer et al.,
2010; Sauer et al,, 2011).

To model listerial metabolism in vitro and within cells, ele
mentary mode analysis was applied (Eisenreich et al., 2006). This
method allows to enumerate all possible enzyme combinations
or independent pathways within the bacterial cell. Each path-
way balances all internal metabolites involved. Furthermore, the
metabolic flux models allows to fill in gaps of knowledge from
the retrobiosynthetic analysis of the isotopolog compositions, for
instance areas where no labeled metabolites were transported by
the metabolic flux.

In a more recent study, quantitative literature data on intra-
cellular replication of defined mutants was combined with the
replication rates derived from a genome-scale screening for
mutants showing reduced intraepithelial survival of L. mone-
cyfogenes (Schaver et al, 2010). The application of extreme
pathway and elementary mode analysis revealed a critical role
of glycerol and purine metabolism, of fucose utilization, and
of the synthesis of glutathione, aspartate semialdehyde, serine,
and BCAAs during intracellular replication of L. monocyto-
genes. Thus, new targets for antibiotic intervention became vis-
ible by this approach. Furthermore, the modeling demonstrated
that degradation of glucose indeed occurs to a large extent via
the PPP. To achieve those insights in metabolic traits relevant
for listerial infection, numerous all-against-all protein sequence

comparisons were performed to establish specific and general
protein families.

The number of metabolic pathways to consider in such
genome-scale models reaches several thousand and more. Twwo cri
teria helped here to zoom in on the key pathways involved: Firstly,
only those mutants of L. monecytogenes were considered that
showed wildtype-like replication in rich medium, but impaired
growth in macrophages.

Secondly, the pathways critical for survival in the macrophage
were analyzed to particularly identify enzymes with a role in at
least two of these pathways. The list of key enzymes reoccurring in
the affected elementary modes by the different affected mutants
could then be calculated and ranked. By this procedure, it was
possible to quickly identify the most important listerial pathways
required for intracellular survival.

Modeling metabolic pathways often results in combinator
ial explosion, e, an intractable high number of potential flux
modes. However, recent advances have the potential to over-
come this disadvantage. For instance, flux distributions were
decomposed into elementary flux modes in genome-scale meta
bolic networks of E. coli grown in rich medium containing
various carbon sources (Chan and Ji, 2011). Furthermore, soft-
ware such as EMILIO increases the scope of strain design to
include reactions with individually optimized fluxes. Unlike exist
ing approaches experiencing an explosion in complexity to solve
this problem, thisallowed to generate diverse strain designs regard
ing production of succinate, L-glutamate, and r-serine (Yang
et al., 2011). A third possibility is the application of metabolic
flux patterns. These are sets of reactions representing the basic
routes through a particular subsystem that are compatible with
admissible fluxes in a (possibly} much larger metabolic net-
work (Schuster et al,, 2010). The subsystem can be made up
by reactions one is interested in, for example production of a
certain metabolite, Furthermore, growth, growth boundary, and
inactivation models of L. monocytogenes have extensively been
developed in food research. Validated approaches exploited avail
able experimental data and combined all three aspects using
on different food sources as a medium (Coroller et al., 2012).
Stochastic-based examples are multiplicative heteroscedastic mod
els taking into account differing growth variance for heteroge-
neous populations {(Cao et al., 2010), or the dependence of suc
cessful growth on inoculum and cell counts (Vermeulen et al.,

PERSPECTIVES

Each of the approaches reviewed above has obvious limitations.
Interfacing the transcriptome analysis with a mutant library
screening underscored that the up- or downregulation of a gene
or an operon not necessarily coincides with a phenotype under the
same conditions (Joseph et al., 2006}, a general drawback of these
approaches. On the other hand, a proteomic analysis does not
reveal the whole proteome under given conditions. Mutant analy-
sis and IPA, on the other hand, focus on the role of single genes
and metabolic traits, thus providing parts of the metabolic puz
7le only. Contradictory results derived from different approaches
posed the relevance of single metabolic pathways of L. monocyto-
genes for infection in question. Examples are the overexpression
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of glutamate dehydrogenase during listerial replication in human
THP-1 monocytes in contrast to its decreased expression in strain
F2365 (van de Velde et al., 2009; Donaldson et al., 2011), or the
induction or repression of the non-oxidative branch of the PPP
(see above). These contradictions not only point to host cell-
specific or temporary metabolic adaptations of L. menocytogenes
but also to the need of more standardized experimental conditions
in omic-approaches.

Another prerequisite for systems biology of listerial metabolism
is to quantify and qualify the metabolic state of the bacterial and
the host cells during different stages of infection (Zamboni and
Sauer, 2009), So far, data sets on metabolites have been derived
only from in vitro approaches under non-physiological conditions.
For example, L. monocytogenes 104035 cells grown at 37 and 8°C
were analyzed (Singh et al., 2011). At low temperature, an increase
of solute concentrations such as amino acids, sugars, organic
acids, urea cycle intermediates, polyamines, and different compat-
ible solutes was observed in the listerial cytoplasm, thus lowering
the freezing point of intracellular water and decreasing ice crys-
tal formation. A statistical analysis (PCA) was instrumental to
reveal this system response. Mathematical modeling can consider
such effects by adjusting metabolite concentrations and by ther-
modynamic considerations. Furthermore, compartment models
are soon expected to improve such studies (Cheng et al,, 2008)
including pools and fluxes of the mammalian cell (Lopes et al.,
2010). Future research should also consider microcompartments
and organelles that both are used to optimize metabolic processes.
Compartmentalization is common also in L. monocytogenes
including carboxysomes responsible for cobalamine-dependent
1,2-propanediol degradation, thus contributing to functional
diversity.

To reveal an even more comprehensive picture of listerial
metabolism during infection, cells such as primary macrophages
and fibroblasts should be considered for future cell culture experi-
ments. It is also of interest to determine whether andto what extent
the host metabolism is modulated during infection, for instance
by L. monocytogenes secreting ¢-di-AMP (Woodward et al, 2010),
In addition to in vive studies using mice and guinea pigs (Cabanes
et al., 2008), small animals such as Caenorhabditis elegans or Gal
leria mellonella might be established as new model organisms.
C. elegans is a facile and proven model host for the study of
microbial pathogenesis and metabolism (Sifri et al., 2005; Thom
sen et al., 2006; Srikumar and Fuchs, 2011). Because both host
and pathogen are easily amenable to genetic manipulations, the
effect of metabolic perturbations upon infection, changing culture

conditions, or gene knockouts can be investigated in this infec
tion model. Notably, the model also reduces costs and ethical
constraints in comparison to infection experiments with higher
animals. A further advantage of the model is that metabolic fluxes
from cells or tissues of an infected host animal to L. monocyto-
genes and vice versa might be followed, an approach that has long
been hampered by the lack of technology to identify and quantify
metabolism throughout an appropriate biological system ( Spanier
et al,, 2009), G. mellonella, the greater wax moth, is another rela-
tively simple, non-mammalian host model system that can be used
to assess not only the virulence of listerial strains, but also the con-
tribution of metabolic capacities to larvae killing as exemplified by
the attenuated phenotype of an EGDe AuhpT mutant (Mukher
jee et al., 2010). A major disadvantage in contrast to nematodes,
however, is the need of subcutaneous instead of oral application
of the pathogen.

SUMMARY

Listeria monocytogenes is highly adapted to the cytoplasm of mam-
malian host cells where it is able to multiply with a generation time
comparable to that in rich medium. A comprehensive analysis of
its metabolism is a prerequisite for a systemic understanding of
L. monocytogenes infection. Taking into account all omic-studies
and mutant data, certain metabolic enzymes and pathways of L.
monocytogenes revealed to have a critical role during infection and
might serve as newtargets for the development of antilisterial com
pounds (Figure 1). Metabolic clues for intracellular and in vive
replication are the degradation of phosphorylated glucose via the
PPP, the utilization of Cs-bodies as alternative carbon- and energy
source, pyruvale as a sink for central metabolism including down-
stream reactions such as pyruvate decarboxylation, biosynthesis
of BCAAs, the availability of thiamine, and the acquisition of host
cell derived nitrogen sources including ethanolamine. The regula-
tion of these metabolic capabilities involves the activity of factors
such as PrfA and o®, resulting in a fine-tuned balance of metabolic
flows with the host cell and in vivo. For a deeper understand-
ing especially of host—pathogen interdependencies with respect to
metabolism, new technologies such as isotopolog profiling, addi-
tional animal meodels including invertebrates, and novel systems
biological approaches have to be combined in future research.
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2.4  Ausblick

Mit 15N-Isotopologue Profiling als zentraler Analytik-Methode konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass L. monocytogenes in der Lage ist, eine Vielzahl an unterschiedlichen N-Quellen zu
nutzen, und den daraus stammenden Stickstoff effektiv fir den Anabolismus von AS und
Proteinen zu verwenden. Auch durch den Einsatz verschiedener Stdmme, welche Mutationen in
Genen des N-Metabolismus aufweisen, kann der N-Stoffwechsel von L. monocytogenes weiter

aufgeklart werden.

In zuklnftigen Arbeiten koénnten weitere potentielle N-Quellen, mdoglicherweise auch in
Kombination mit verschiedenen C-Quellen, getestet werden, um N-Substrate zu finden, welche
auch bei der Infektion in vivo eine Rolle spielen. Auch unter anderen Wachstumsbedingungen,
wie unter Sauerstoffabschluss, kénnte sich hier den Gegebenheiten in vivo weiter genahert
werden, jedoch lie3en sich Listerien bisher nicht unter anaeroben Bedingungen in MM anziehen,
da hier vermutlich ein unbekanntes, entscheidendes Substrat, wie etwa ein Cofaktor fiir eine
bestimmte, enzymatische Reaktion, zu fehlen scheint. Die metabolische Flexibilitat, welche
diesem Bakterium das Uberleben in so unterschiedlichen Umgebungen wie der Umwelt oder
innerhalb eines Wirtes ermdéglicht, und welche auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
gestaltet diese Suche ebenfalls schwieriger, da der Ausfall von metabolischen Genen oftmals

anderweitig kompensiert werden kann.

Als weitere Anwendungsmoglichkeit fir das Isotopologue Profiling mit L. monocytogenes
kommen auch Zellkulturexperimente mit verschiedenen Zelllinien in Frage, wie sie mit 3C bereits
durchgefuihrt wurden (Eylert et al., 2008; Eisenreich et al., 2006; G6tz et al., 2010), da sich hierbei
die intrazellulare N-Nutzung genauer untersuchen lasst. Dabei kénnte weiterhin auch die
metabole Anpassung auf Seiten des Wirts untersucht werden, um herauszufinden, wie dieser bei
einer Besiedelung mit pathogenen Bakterien seinen N-Stoffwechsel umstellt oder von den
Bakterien manipuliert wird, und welche Kompartimente des Wirtes die besten Vorraussetzungen
in Bezug auf die Nahrstoffverfibarkeit bieten (Gillmaier et al., 2012; Eisenreich et al., 2016). Im
Gegensatz zu Experimenten mit 13C ist das Auflosungsvermogen dieser Methode bei

Verwendung von 15N jedoch weitaus geringer, was die Anwendungsgebiete einschrankt.

Neben der Analyse von bakteriellen, zellularen Proteinen bzw. AS kdnnten auch weitere, N-
haltige Molekile des Metabolismus untersucht werden, wie extrazellulare Substrate,
Nukleinséduren, Fettsduren oder Vitamine. Dadurch kénnten neben der Proteinbiosynthese auch
weitere Stoffwechselwege, wie zum Beispiel der Fettsduremetabolismus, naher betrachtet
werden. Von besonderem Interesse sind hierbei vor allem Reaktionen, die fir Listerien fur ein
Uberleben in vivo essentiell sind, bei denen sie auf die Versorgung durch den Wirt angewiesen
sind, und solche, die die Expression von Virulenzfaktoren beeinflussen. Voraussetzung dafur ist,
dass die zu untersuchenden Molekile durch geeignete Methoden in ausreichender Menge isoliert
werden kénnen, um eine Messung mit GC-MS zu ermdglichen. Hierbei zeigt sich auch, dass eine

Verbesserung der analytischen Werkzeuge in der Zukunft nétig ist, um die Methoden zu
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sensitivieren, und ein hoheres Auflésungsvermégen zu erreichen, da vor allem die NMR-

Spektroskopie nur bei einer ausreichend grol3en Menge an Probenmaterial durchfihrbar ist.

Die Verwendung von C. elegans als Kolonisierungsmodell fir L. monocytogenes, in Kombination
mit der hier etablierten Isolationsmethode fiir das Isotopologue Profiling, konnte einen N-Fluss
von einem Wirt zu einem kolonisierenden Bakterium belegen und weitere Hinweise dafur liefern,
dass Oligopeptid- und AS-Transporter unter in vivo-Bedingungen von Bedeutung sind. Da
C. elegans ebenso mit 3C markiert werden kann, konnte diese Methode auch fiir die
Untersuchung des C-Stoffwechsels verwendet werden. Hierbei wéare auch ein Vergleich mit dem
Metabolismus anderer Bakterien denkbar, beispielsweise solcher, die tatsachlich pathogen sind
fur den Wurm, und auch unter Verwendung von Stdmmen, welche Mutationen in bestimmten

Genen tragen oder bestimmte Gene Uberexprimieren.

Neben C. elegans kann beispielsweise auch D. melanogaster mit stabilen Isotopen markiert
werden (Gouw et al., 2011). Eine vollstdandige Markierung ist jedoch bei héher entwickelten
Organismen wie Mausen bisher nicht mdglich, wodurch die Anwendung aktuell auf niedriger
entwickelte Modellorganismen, wie Invertebraten, beschrankt bleibt. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit der Etablierung weiterer Organ- und Tiermodelle, um die Mdglichkeiten zur

Nutzung von Isotopologue Profiling, insbesondere fur Pathogenitatsstudien, zu erweitern.

All diese Daten konnen die Ergebnisse aus bisher bewdhrten Ansétzen ergénzen und
vervollstandigen. Neben Transkriptom oder Metabolom-Studien, die Hinweise zur Genexpression
liefern, bieten die Isotopologue Profiling-Analysen direkte Einblicke, wie Stoffe durch den
Metabolismus flieBen, und lassen so Ruckschlisse auf die von den Bakterien verwendeten
Enzyme und Reaktionen zu, wodurch das komplexe Stoffwechselnetzwerk, und speziell der N-
Metabolismus von L. monocytogenes, weiter aufgeklart werden kann. Die Erkenntnisse kénnen
aulBerdem bei der Konservierung von Nahrungsmitteln Anwendung finden, um Lebensmittel
sicherer zu machen, und die Inzidenz der Listeriose so zu verringern. Letztendlich kann durch
solche Daten auch die Suche nach Angriffspunkten fir neuartige Antibiotika weiter
vorangetrieben werden, um die bisher verfugbaren Therapiemdglichkeiten bei einer Listeriose zu
erweitern, und auch in Zukunft wirksame Medikamente zu haben, die bei dieser Krankheit mit der

hohen Letalitatsrate eingesetzt werden kénnen.
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