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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Alternative Konservierungsmethoden

Aufgrund des gestiegenen Gesundheitsbewusstseins in den Industrienationen der so
genannten ersten Welt wichst der Bedarf an qualitativ hochwertigen und nutritiv wertvollen
Nahrungsmitteln seit einigen Jahren kontinuierlich an. Anzeichen dafiir sind die stindig
wachsende Nachfrage nach biologisch erzeugten Lebensmitteln, der gestiegene Bedarf an
Erndhrungsberatung oder der erhohte Konsum von Lebensmitteln mit gesundheitlichem
Zusatznutzen (functional food). Da der Kunde dabei zu keiner Zeit auf die gewohnte Vielfalt
und stidndige Verfligbarkeit der verschiedensten, moglichst frischen Nahrungsmittel
verzichten will, ist eine optimale Konservierung, bei der neben der Haltbarkeit vor allem die
Qualitdt im Vordergrund steht, unverzichtbar. Dabei sollen die Produkte und deren
Inhaltsstoffe moglichst schonend und ohne die Zugabe von Konservierungsstoffen haltbar
gemacht werden. Die Lebensmittelindustrie ist daher bestrebt, schonendere Alternativen zu
den heute meist verwendeten thermischen Verfahren fiir die Lebensmittelkonservierung zu
entwickeln. Neben der Behandlung mit hochfrequenter elektromagnetischer Strahlung wird
auch der Einsatz starker Lichtimpulse, konduktiver Erwdrmung, ionisierender Bestrahlung
oder von UV-Bestrahlung und Ultraschallbehandlung diskutiert (Ulmer et al. 2002a, Port
etal. 2003, Ross etal. 2003, Kim et al. 2004, Gomez-Lopez et al. 2005). Die momentan
vielversprechendste alternative Methode zur thermischen Konservierung von Lebensmitteln
scheint die Behandlung mit hohem hydrostatischem Druck (HHD) zu sein (Farr 1990, Cheftel
1995, Knorr 1993, 1996, 1999, Smelt 1998, San Martin et al. 2002, Senorans et al. 2003,
Ross et al. 2003).

1.2 Hochdruckpasteurisierung

Einsatzgebiete der Hochdrucktechnologie

Neben der grundlagenorientierten Hochdruckforschung vor allem in den Fiachern Physik und
Chemie interessieren sich seit einigen Jahren immer mehr Biologen, Biotechnologen,
Biochemiker, Pharmazeuten, Mediziner und Lebensmitteltechnologen fiir eine gezielte
Anwendung der Hochdrucktechnologie in ihren jeweiligen Bereichen (Silva et al. 1996, Abe
und Horikoshi 2001, Masson etal. 2001). HHD wird dabei nicht nur zur gerichteten
Verdanderung und Denaturierung von Proteinen und Protein-Polysaccharid Gemischen zu
homogenen Emulsionen (Masson und Clery 1996), zur chemischen Modifikation von

Makromolekiilen und zur Optimierung gewiinschter Enzym-katalysierter Reaktionen unter
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Hochdruck verwendet (Kunugi 1992, Butz und Tauscher 2000), sondern auch fiir die
Entwicklung neuer Impfstoffe (Perche et al. 1997, Chen et al. 2001, Silva et al. 2001), fiir die
HHD induzierte Genexpression bzw. Metabolitproduktion (Allen und Bartlett 2002, Martin
et al. 2002) und fiir die Inaktivierung biologischen Materials (Jurkiewicz et al. 1995) mittels

Hochdruckpasteurisierung eingesetzt.

Vor- und Nachteile der Hochdruckpasteurisierung

Wihrend die meisten Vitamine, natiirlichen Farb- und Aromastoffe sowie andere wertvolle
Inhaltsstoffe wie z.B. pharmakologisch aktive Molekiile nach einer Hochdruckbehandlung
weitgehend erhalten bleiben, kdnnen unerwiinschte Enzyme und Mikroorganismen inaktiviert
werden (Ogawa 1990, Parish 1997, Tonello 1997, Hendrickx et al. 1998, Smelt 1998; Knorr,
1999; Sancho etal., 1999; Masson etal., 2001, Harte etal. 2002, Krebbers etal. 2002,
Senorans etal., 2003). Im Vergleich zum thermischen Verfahren wird durch die
Hochdruckpasteurisierung die natiirliche Qualitdt der konservierten Lebensmittel deutlich
gesteigert. Da fiir eine effiziente Hochdruckbehandlung nur ein Bruchteil der Energie benotigt
wird, die fiir ein vergleichbares thermisches Verfahren eingesetzt werden miisste, und Energie
in Form von Druck sehr einfach fiir einen nachfolgenden Prozess ,,recycelt werden kann, ist
der Gesamtenergicbedarf weitaus geringer als beim thermischen Verfahren, bei dem die
komplette Energie in Form von Warme beim Abkiihlprozess der Lebensmittel verloren geht.
Aufgrund des relativ geringen Energieverbrauchs stellt die Hochdruckpasteurisierung daher
ein sehr sparsames und umweltschonendes Verfahren dar. Aufgrund der von GréBe und
Beschaffenheit unabhéngigen, gleichméBigen Druckverteilung im gesamten Sterilisiergut
(isostatisches Prinzip) sind die Sterilisationszeiten im Vergleich zum thermischen Verfahren,
bei welchem das FErreichen der erforderlichen Kerntemperatur und das anschlieBende
Abkiihlen abgewartet werden muss, mit 3 bis 5 Minuten sehr niedrig. Diesen Energie und Zeit
sparenden Vorteilen stehen allerdings die sehr hohen Investitionskosten fiir eine industriell
nutzbare Hochdruckanlage gegeniiber.

Ein weiterer Nachteil der Hochdruckpasteurisierung ist die beschrankte Anwendung. So sind
fiir dieses Verfahren nur komprimierbare, Wasser enthaltende Lebensmittel ohne
Lufteinschliisse geeignet. Vor allem frische und vitaminhaltige Fruchtzubereitungen wie
Gelees, Marmeladen, Mus oder Séfte kommen somit fiir eine Hochdruckpasteurisierung in
Frage. Bei diesen Lebensmitteln werden die Vorteile einer Hochdruckbehandlung gegeniiber
dem thermischen Verfahren besonders deutlich. Aber auch andere Nahrungsmittel wie

verschiedene Getranke, Milch und Milchprodukte, Guacamole, Austern oder Schinken, sowie
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kosmetische und pharmazeutische Produkte wie Salben und Cremes konnen mittels

Hochdruck schonend konserviert werden und sind zum Teil bereits auch im Handel erhéaltlich.

Hochdruckpasteurisierung aus Behdrdensicht

Das Center for Food Safety and Applied Nutrition der U.S. Food and Drug Administration
(FDA) hat im Juni 2000 in der Publikation ,,Kinetics of Microbial Inactivation for Alternative
Food Processing Technologies — High Pressure Processing® eine Zusammenfassung zur
Geschichte, Theorie und Technologie, zum bendtigten Equipment und den verschiedenen,
moglichen Verfahren fiir die Hochdruckpasteurisierung von Lebensmitteln veroffentlicht
(http://www.cfsan.fda.gov/~comm/ift-hpp.html). Im Mittelpunkt steht dabei die effektive und
sichere Abtotung verschiedener Mikroorganismen durch eine Hochdruckbehandlung. Dariiber
hinaus wird aber auch auf noch offene Fragen z. B. zur Resistenzbildung, zum genauen
Abtdtungsmechanismus oder synergistische Effekte mit anderen Umweltparametern
hingewiesen. In diesem Zusammenhang hat auch die Senatskommission der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) zur Bewertung der gesundheitlichen Unbedenklichkeit von
Lebensmitteln ~ (SKLM) eine  Stellungnahme  zur  Sicherheitsbewertung  der
Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln abgegeben (direkter Link online unter: http://www.

dfg.de/aktuelles presse/reden_stellungnahmen/2004/download/sklm_hochdruck 2004.pdf).

Industrielle Anwendung der Hochdruckpasteurisierung

Seit 1990 kommt die Hochdruckpasteurisierung von Lebensmitteln vor allem in Japan und
den USA, seit 1995 auch in Europa mit steigendem Interesse zur Anwendung. Auch in
Deutschland gibt es seit Anfang dieses Jahres ein Unternehmen, welches rohen Schinken mit
Hilfe von Hochdruck konserviert und nach USA exportiert. Derzeit gibt es auf dem
Europédischen Markt aber noch keine nach der Novel Food Verordnung zugelassenen,
hochdruckbehandelten Lebensmittel. Die urspriingliche Idee der Hochdruckpasteurisierung ist
aber schon weit élter und wurde bereits vor iiber 100 Jahren zum ersten Mal anhand der durch
Hochdruck erreichten Keimzahlreduzierung in Milch wissenschaftlich untersucht und
beschrieben (Hite 1899, Hite etal. 1914). Dass sich die Hochdruckpasteurisierung damals
nicht durchsetzen konnte lag an den technischen Schwierigkeiten bei der Konstruktion und
dem Bau geeigneter Autoklaven fiir eine wirtschaftliche und industriell interessante
Anwendung. Auch heute ist der Investitionsaufwand fiir die Inbetriebnahme einer
industriellen Hochdruckanlage im Vergleich zu herkdmmlichen thermischen Anlagen relativ
hoch. Bis sich die grofitechnische Hochdruckkonservieung am Markt etabliert, werden mittels

HHD konservierte Lebensmittel aufgrund der hohen Investitionskosten immer etwas teurer als
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herkdmmlich konservierte Nahrungsmittel sein. In USA wird auf diesen Produkten daher mit
dem Slogan ,,Fresher under Pressure* geworben, um die Kundschaft zum Kauf der qualitativ

hoherwertigen Ware zu animieren.

Sicherheit der Hochdruckpasteurisierung

Die entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer neuen Konservierungsmethode spielt
letztendlich aber immer die Sicherheit fiir den Verbraucher. Trotz der vorgeschriebenen
Hygienestandards sind nach Schdtzungen von Epidemiologen in der EU ca. 75% aller
Lebensmittelvergiftungen auf kontaminierte Lebensmittel zuriickzufiihren (CAC 2003).
Daher spielt bei der Etablierung der Hochdruckpasteurisierung als Verfahren zur
Lebensmittelkonservierung die Erforschung des Einflusses und der Wirkung von Hochdruck
auf Mikroorganismen eine entscheidende Rolle. Solange nicht bekannt ist, ob und wie
pathogene Mikroorganismen eine Hochdruckbehandlung iiberleben bzw. sie sich an diese
adaptieren konnen, besteht die Gefahr, dass resistente Stimme in Lebensmittel verarbeitenden
Betrieben angereichert und auf Lebensmittel {ibertragen werden. Gerade fiir so schonende
Verfahren wie der Hochdruckpasteurisierung ist es unerldsslich, eine effektive und
verldssliche Abtotung bzw. Inaktivierung lebensmittelvergiftender oder -verderbender
Mikroorganismen und deren Ruhestadien sowie die Vermeidung des Auftretens resistenter
Stamme zu gewdhrleisten. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die Anwendung
von HHD zur wirksamen Abtotung und Inaktivierung lebensmittelrelevanter vegetativer
Keime und auch zahlreicher Viren geeignet ist (Patterson et al. 1995, Benito etal. 1999,
Gervilla et al. 2000, O’Reilly et al. 2000, McClements et al. 2001, Kingsley et al. 2004, Calci
et al. 2005, Fioretto et al. 2005, Patterson 2005). Auch wenn die Inaktivierung von Bakterien,
Pilzen, Hefen und Viren bei Driicken zwischen 200 und 800 MPa moglich ist, variiert die
Resistenz gegeniiber einer Hochdruckbehandlung zwischen den verschiedenen Spezies, Arten
und sogar zwischen verschiedenen Stimmen einer Art sehr stark (Cheftel 1995, Knorr 1996).
Dartiber hinaus spielt das Wachstumsstadium der jeweiligen Kultur, Umwelteinfliisse wie
Temperatur oder pH-Wert, die Dauer der Druckbehandlung (Haltezeit) und das umgebende
Medium eine entscheidende Rolle (Cheftel 1995, Gervilla et al. 1997, Kalchayanand et al.
1998, Lanza etal. 2004). Im Gegensatz zu Pilzsporen erweisen sich die Endosporen von
Bazillen und Clostridien auch gegeniiber sehr hohen Driicken von iiber 1000 MPa als
besonders resistent und konnen auch bei lingeren Druck-Haltezeiten nicht immer komplett
inaktiviert werden (,,tailing™) (Sale etal. 1970, Mills etal. 1998, San Martin et al. 2002,
Margosch etal. 2004a, 2004b). Aus diesem Grund ist die Hochdruckpasteurisierung
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hauptsidchlich fiir Produkte mit hohem Séureanteil wie die bereits erwdhnten
Fruchtzubereitungen, Fruchtsidfte und einige Milchprodukte gut geeignet, da durch den
niedrigen pH-Wert die Auskeimung bakterieller Endosporen unterdriickt wird. Fiir weniger
saure Lebensmittel wie Gemiise, Fleisch oder Milch ist die Hochdruckbehandlung fiir eine
sichere Konservierung zwar nicht optimal geeignet, sie kann aber die Haltbarkeit und Frische
solcher Produkte bei entsprechender Kiihlung signifikant verldngern und trdgt dazu bei das
Risiko einer Kontamination mit pathogenen Organismen wie E. coli, Salmonellen oder

Listerien zu minimieren.

Hochdruck als Bestandteil eines Hirdenkonzepts

Unumstritten stellt die Hochdruckbehandlung ein interessantes Werkzeug in dem von Lothar
Leistner (1978) entwickelten Hiirdenkonzept (,,hurdle technology*) dar. Das Prinzip des
Hiirdenkonzepts beruht dabei auf der gezielten Kombination mehrerer schonender Verfahren,
die verschiedene Mechanismen zur Abtotung von Mikroorganismen nutzen (,,multitarget
preservation®). Dieses Konzept hat sich in dhnlicher Weise auch in der Medizin z.B. bei der
Bekdmpfung von Tuberkulose als so genanntes ,,multidrug attack® bewédhrt (Leistner 2000,
Leistner und Gould 2002). In beiden Féllen wird durch den gleichzeitigen Angriff auf
verschiedene zellulire Ziele wie z.B. Transkription, Translation oder die Membranintegritat
eine synergistische Wirkung bei der Bekdmpfung von Mikroorganismen erreicht und eine
Resistenzentwicklung erheblich erschwert. Schonende Behandlungsmethoden, die fiir sich
alleine keine oder nur eine geringe Inaktivierung der im Lebensmittel vorhandenen
Mikroorganismen bewirken, kdnnen so in Kombination mit anderen schonenden Verfahren
eine effiziente Inaktivierung sicherstellen. Empirische Untersuchungen zeigen, dass eine
Hochdruckbehandlung besonders in Kombination mit einer Ansduerung, mit der Zugabe
antimikrobieller Substanzen oder mit thermischen Verfahren wie Kiihlung unter den
Gefrierpunkt oder einer méfBigen Wérmezufuhr unter Ausnutzung der adiapatischen
Erwidrmung wirksam ist (Hayakawa et al. 1998, Alpas et al 2000, Morgan et al 2000, Garcia-
Graells et al. 2003, Ross et al. 2003, Perrier-Cornet et al. 2005, Diels et al. 2005, Rodriguez
etal. 2005). Auch die Abtotung resistenter Endosporen ist durch eine gleichzeitige
Behandlung mit Hochdruck und einem weiteren schonenden Konservierungsverfahren
moglich (Wuytack und Michiels 2001, Lopez-Pedemonte et al 2003, Clery-Barraud et al.
2004, Van Opstal et al. 2004, Margosch et al. 2004a / 2004b).

Um die Hochdruckkonservierung im Rahmen eines Hiirdenkonzeptes moglichst effektiv

anwenden und mit anderen Verfahren sinnvoll kombinieren zu kdnnen, ist es unabdingbar die
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Wirkung von Hochdruck auf Mikroorganismen zu kennen. Nur mit diesem Wissen ist es
moglich die Angriffspunkte und Abtétungsmechanismen von Hochdruck zu verstehen bzw.
Wechselwirkungen mit Medienbestandteilen und anderen Verfahren, welche zu Adaptation
und Kreuzresistenzen fithren konnen, zu vermeiden. Dann erst kann durch intelligente
Kombination von Hochdruck und weiteren geeigneten Methoden ein schonender und

gleichzeitig sicherer Konservierungsprozess etabliert werden.
1.3 Mikroorganismen und Hochdruck

1.3.1 Piezophile Mikroorganismen und Hochdruck

Es wird vermutet, dass die zahlenmdBige Mehrheit aller Mikroorganismen Habitate besiedelt,
die unter hohem Druck stehen (Whitman et al. 1998). Verschiedenste Bakterien konnten aus
dem Erdinneren, aus tiefen Seen und vom Meeresgrund isoliert werden (Karl et al. 1999,
Szewzyk et al. 1994). Bei der Besiedlung von Lebensrdumen spielt der Umgebungsdruck als
thermodynamische Grofle eine entscheidende Rolle. In der Biosphire variiert der Druck
zwischen ca. 0.1 MPa (1 bar) auf Hohe des Meeresspiegels und iiber 100 MPa (1000 bar) in
den groften Tiefen der Ozeane. Da iiber 70% der Erdoberflaiche mit Wasser bedeckt sind und
die durchschnittliche Tiefe bei 3800 Meter liegt, steht ein Grossteil der Erdoberflache daher
standig unter hohem hydrostatischem Druck (Abe et al. 1999).

Pionierarbeiten auf dem Gebiet der Tiefseemikrobiologie

Die Erforschung dieser Lebensrdume ist extrem schwierig und kostenintensiv und wird daher
erst seit wenigen Jahren betrieben. Besonders zu erwidhnen sind dabei Chiaki Kato vom
»Japan Marine Science and Technology Center* (JAMSTEC) in Japan und Douglas Bartlett
vom ,,Center for Marine Biotechnology and Biomedicine® des ,,Scripps Institution of
Oceanography* in den USA, die Pionierarbeiten bei der Erforschung der mikrobiellen Vielfalt
in der Tiefsee geleistet haben (Bartlett 1992, Kato 1995). Auch wenn bereits 1949 zum ersten
Mal der Begriff ,,barophil® (heute: ,,piezophil®) erwéhnt wurde (ZoBell und Johnson 1949)
und 1957 die ersten Hinweise auf piezophile Mikroorganismen aus Tiefseesedimenten
gefunden wurden (ZoBell and Morita 1957), gelang es erst 1979 eine piezophile Reinkultur
zu isolieren (Yayanos etal. 1979). Seit dieser Zeit wird iiber die entscheidenden
Eigenschaften diskutiert, die einen Mikroorganismus piezophil (optimales Wachstum unter
HHD), piezotolerant (Uberleben bzw. suboptimales Wachstum unter HHD) oder piezosensitiv
(Absterben unter HHD) machen (Abbildung 1.1; Abe und Horikoshi 2001).
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Pressure (MPa) (aus Abe und Horikoshi, 2001).

Wirkung von Hochdruck auf die Zellmembran

Da Hochdruck in Abhédngigkeit seiner Hohe verschiedene Effekte auf Mikroorganismen
besitzt, haben piezophile Organismen Mechanismen entwickelt, um sich an diese
Umweltbedingungen zu adaptieren. Neben den Auswirkungen auf Transkriptions- und
Translationsprozesse, Enzymaktivititen und auf spontane chemische Reaktionen ist die
Féhigkeit eine funktionsfahige Zellmembran aufrechtzuerhalten ein sicherlich entscheidendes
Kriterium fiir die Anpassung an verschiedene Druckverhéltnisse (Somero 1992, Bartlett und

Bidle 1999). Da Druck ebenso wie Kélte die Fluiditét der bakteriellen Zellmembran reduziert,
besitzen piezophile Bakterien die Féhigkeit das Verhiltnis ungeséttigter zu geséttigten
Fettsduren in ihrer Membran zu erhéhen und so die Membranfunktionalitit auch unter Druck
aufrecht zu erhalten (DeLong und Yayanos 1985, Kamimura et al. 1993, Wirsen et al. 1987,
Allen et al. 1999, Kato und Hayashi 1999, Bartlett 2002, Balny et al. 2002). Untersuchungen
an Photobacterium profundum SS9 haben gezeigt, dass mit zunehmendem Druck sowohl
einfach, als auch mehrfach ungesittigte Fettsduren in die Zellmembran eingelagert werden
(Bartlett 2002, Allen etal. 1999, DelLong und Yayanos 1985 und 1986). Vor allem die
unerwartet hohen Konzentrationen an Omega-3-Fettsduren in verschiedenen psychrophilen
und piezophilen Tiefseebakterien konnten aus erndhrungsphysiologischer Sicht interessant
sein (Yano et al. 1997). Wie Versuche mit mutierten Stimmen von P. profundum SS9 gezeigt
haben, besitzen im Gegensatz zu einfach ungeséttigten Fettsduren, mehrfach ungesittigte
Fettsduren aber keine Auswirkung auf die Kélte- und Druckresistenz der Bakterien (Allen
etal. 1999). Noch ist unklar, weshalb die Bildung einfach ungesittigter Fettsduren fiir eine

Hochdruckadaptation essentiell ist (Allen und Bartlett 2000) und warum die Konzentration



8 Einleitung

mehrfach ungesittigter Fettsduren ebenfalls erhoht ist, obwohl diese unter Druck anscheinend
keinen Einfluss auf die Adaptation haben (MacDonald und Cossins 1985, Van de Vossenberg
et al. 1995, Bartlett 2002).

Wirkung von Hochdruck auf die Biosynthese von Membranproteinen

Neben der Zusammensetzung der Membran konnten auch einige Membranproteine und deren
Gene identifiziert werden, deren Expression bzw. Proteinbiosynthese durch HHD beeinflusst
wird. Besonders zu erwihnen ist die bei P.profundum SS9 kontrdre, Druck abhingige
Synthese der Membranproteine OmpH (unter Druck erhoht) bzw. OmpL (unter Druck
erniedrigt), welche verschieden grofle Porine bilden (Bartlett et al. 1989, Welch und Bartlett
1996). Die Expression von ompH und ompL wird {liber zwei weitere Membranproteine ToxR
und ToxS reguliert (Welch und Bartlett 1998). ToxR und ToxS wurden zum ersten Mal in
Vibrio cholera beschrieben, wo sie in Abhéngigkeit der Osmolaritit, der Temperatur, des pH-
Wertes bzw. der Konzentration bestimmter extrazellulirer Aminoséuren die Expression von
Virulenzgenen und anderen Genen regulieren (Skorupski und Taylor 1997). Wéhrend ToxS
die Aktivitit von ToxR beeinflusst, bindet ToxR als Oligomer mit seiner zytoplasmatischen
Domine direkt an die Operatoren bestimmter Gene und aktiviert bzw. reprimiert deren
Transkription. Fiir das ToxR/ToxS System von P.profundum SS9 wird die Funktion als
Drucksensor (Piezometer) diskutiert, der den physikalischen Zustand der inneren Membran
bestimmt (Abe etal. 1999, Bartlett 1991, Bartlett 2002). Durch den Einsatz lokaler
Andsthetika ist es moglich die Membranfluiditdt unter Hochdruck so weit zu erhdhen, dass
die vom ToxR/ToxS System abhingige Synthese der Porin-Proteine OmpH und OmpL
identisch mit der unter atmosphérischen Druck ist (Welch und Bartlett 1998). Zusitzlich zu
OmpH und OmpL kdnnen alle bisher identifizierten Genprodukte, die unter der Kontrolle von
ToxR stehen in zwei Kategorien eingeordnet werden. Entweder sind sie an der Verdnderung
der Membranstruktur oder an der Stressantwort wihrend der stationdren Phase beteiligt.
Letzteres ist sicher auch in der ndhrstoffarmen Tiefsee von Bedeutung. Es wird vermutet, dass
die meisten dieser Gene auch noch durch weitere Faktoren reguliert werden (Bartlett 2002).
So konnte gezeigt werden, dass die Expression von ompH unter Hochdruck nicht nur von

ToxR, sondern auch vom alternativen o-Faktor RpoE reguliert wird (Chi und Bartlett 1995).

Wirkung von Hochdruck auf Proteine der Atmungskette

In Tiefseebakterien wie Shewanella benthica und Shewanella violaceaea konnte ebenfalls
eine verdnderte Synthese von Membranproteinen unter erhdhten Druckbedingungen

festgestellt werden (Tamegai 2005, Qureshi etal. 1998a und 1998b). So wurde ein unter
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HHD induziertes Gen, welches hohe Homologie zu cydD aus E. coli besitzt, identifiziert.
CydD wird fiir die Zusammenlagerung des Cytochrom bd Komplexes in der Membran
benotigt. E. coli Zellen mit defekten cydD besitzen eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber HHD.
Durch Einfigen von cydD aus Shewanellasp. DSS12 kann dieser Defekt aber
komplementiert werden. Der Cytochrom bd Proteinkomplex ist bei Shewanella sp. DSS12 nur
in Zellen, die unter Druck gewachsen sind, nachweisbar (Tamegai et al. 1998). Die Tatsache,
dass die Bildung von Cytochromen druckabhéngig ist, veranlassten Tamegai et al. (2005) die
Regulation der Biosynthese von Cytochrom bd in diesem Stamm genauer zu untersuchen.
Auch die Zusammensetzung anderer Cytochrome verschiedener Shewanella Stimme wurde
in Abhéngigkeit des Drucks genauer analysiert. Shewanella benthica DB172F besitzt zwei
Typen von Cytochrom C, wovon eines im Zytoplasma und eines in der Membran lokalisiert
ist (Qureshi et al. 1998b). Dabei wird der in der Membran gebundene Typ nur unter HHD
gebildet. AuBerdem wurde eine ccb Quinoloxidase identifiziert, deren Synthese unter Druck
stark induziert wird (Qureshi et al. 1998a). Die gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass piezophile Bakterien auf eine Druckerhéhung mit einer signifikanten Anderung des
Aufbaus ihrer Atmungskette reagieren und somit die bioenergetischen Eigenschaften ihrer

Zellmembran beeinflussen kdnnen (Bartlett 2002).

Diversitat der Tiefseeflora

Erstaunlich ist die Vielfalt der mikrobiologischen Flora, die aus bis zu 11000 Metern Tiefe
isoliert werden konnte. Die meisten der bisher identifizierten piezophilen Bakterien, die
hauptsdchlich zur y-Untergruppe der Proteobakterien zéhlen, wachsen nur bis zu einer
Temperatur von maximal 20°C und werden daher auch gleichzeitig zu den Psychrophilen
gezédhlt (Kato und Bartlett 1997a, Bartlett 2002). Daneben existieren aber auch halophile,
alkaliphile und thermophile Vertreter unter den zum Teil obligat piezophilen
Mikroorganismen (Yayanos 1995, Takami 1997, Kato etal. 1998, Abe etal. 1999). Die
bisher identifizierten piezophilen Archaen sind dagegen alle auch hyperthermophil mit einem
Temperaturoptimum von iiber 60°C und wurden ausschlielich in der N&he von
hydrothermalen Tiefseequellen isoliert (Bartlett 2002). Takami et al. (1997) identifizierten
mittels 16S rDNA Sequenzierung zahlreiche Isolate aus dem Mariannengraben in 10.897
Metern Tiefe. Neben verschiedenen extremophilen Bakterien fanden sie dabei auch eine
Vielzahl nicht-piezophiler bzw. piezotoleranter Mikroorganismen der verschiedensten Taxa.
Es konnte gezeigt werden, dass viele Mikroorganismen, die an Druckverhéltnisse von

0,1 MPa angepasst sind, piezotolerante Eigenschaften besitzen und auch unter den hohen
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Druckverhéltnissen der Tiefsee in einer Art Ruhestadium iiberleben konnen. Um die
Diversitit der mikrobiellen Tiefseeflora erkldren zu konnen, sollten daher neben den
Adaptationsmechanismen der piezophilen Arten zusitzlich auch die Uberlebensstrategien
nicht-piezophiler Organismen untersucht werden (Kato etal. 1997, Abe et al 1999, Bartlett
1999). Wihrend sich Tiefseemikrobiologen weiterhin mit den speziellen Eigenschaften
piezophiler Bakterien beschiftigen, mit modernsten, molekularbiologischen Methoden
Genom, Proteom und Metabolom erforschen (Kato und Horikoshi 1996, Kato und Qureshi
1999, Abe et al. 1999, Nakasone et al. 1998, 2002, Tamegai et al. 2005, Campanaro et al.
2005) und so vor kurzem das erste komplette Genom eines piezophilen Bakteriums
entschliisselten (Vezzi et al. 2005), interessieren sich Lebensmittelmikrobiologen vor allem
fiir Untersuchungen iiber die Auswirkungen von Hochdruck auf lebensmittelrelevante,

mesophile Mikroorganismen.

1.3.2 Mesophile Mikroorganismen und Hochdruck

Das Wachstum nicht-piezophiler Mikroorganismen ist zwischen Driicken von 20 und
130 MPa reduziert. Hohere Driicke zwischen 130 und 800 MPa fiihren in der Regel zum
Zelltod (Abee und Wouters 1999). Wie bereits erwéhnt variiert die Toleranz gegeniiber einer
Hochdruckbehandlung sehr stark und hdngt von Art und Stamm (Alpa et al. 1999, Benito
etal. 1999, Pagan und Mackey 2000), aber auch von der momentanen Wachstumsphase und
den jeweiligen Umwelteinfliissen wie Temperatur, pH-Wert oder Medienbestandteile ab
(Cheftel 1995, Abee und Wouters 1999, Pagan und Mackey 2000, ZoBell 1970). Im
Allgemeinen sind Hefen und Pilze sensitiver gegeniiber HHD als Bakterien, wobei Gram
positive Bakterien in der Regel resistenter als Gram negative Bakterien sind. Ahnlich wie bei
vielen anderen letalen Umwelteinfliissen reagieren Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase deutlich empfindlicher auf HHD als in der stationdren Phase (Pagan und

Mackey 2000).

Wirkung von Hochdruck auf die Zellmembran

Man kann davon ausgehen, dass die meisten Prozesse, die in einer Zelle ablaufen, durch eine
Druckverdnderung beeinflusst werden (Bartlett 2002). Auch wenn bei nicht-piezophilen
Mikroorganismen bisher noch keine druckabhingige Regulation der Membranfluiditit
festgestellt werden konnte, scheint sie wie auch bei piezophilen Organismen hinsichtlich der
Druckresistenz eine Rolle zu spielen. Casadei et al. (2002) konnten zeigen, dass bei 10°C
gewachsene E. coli Zellen einen hoheren Anteil ungesittigter Fettsduren in der Membran

besitzen als Zellen, die bei 37°C angezogen wurden. In der exponentiellen Phase sind diese
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Zellen vermutlich aufgrund der hoheren, durch Kilte induzierten Membranfluiditit gegentiber
einer Druckbehandlung resistenter als die entsprechenden Kontrollzellen (Casadei et al.
2002). Da in der stationdren Phase dieser Effekt trotz derselben Fettsdurezusammensetzung
nicht beobachtet werden konnte, muss aber davon ausgegangen werden, dass eine durch Kilte
induzierte Stressantwort fiir die erhohte Hochdruckresistenz mitverantwortlich sein kdnnte.

Eine solche Stressantwort ist von den Autoren aber nicht beriicksichtigt worden.

Enzymatische Reaktionen und morphologische Veranderungen unter Hochdruck

Neben der bereits erwdahnten Membranfluiditét spielen wihrend einer Druckbehandlung auch
enzymatische Reaktionen eine wichtige Rolle. So werden z.B. Stoffwechselaktivititen wie
der Maltose Metabolismus von L. sanfranciscensis bei subletaler Erhohung des Drucks
inhibiert (Korakli et al. 2002). Auch die F Fo-ATPase aus E. coli und L. plantarum bzw. die
H+-ATPase aus S. cerevisiae wird unter HHD inhibiert (Marquis und Bender 1987, Abe und
Horikoshi 1998, Wouters et al. 1998, Molina-Gutierrez et al. 2002). Dariiber hinaus wurden
auch morphologische Verdnderungen von Zellen in Abhédngigkeit des Drucks beobachtet.
Sowohl bei E. coli (ZoBell und Cobet 1962 und 1963, ZoBell 1970, Aertsen et al. 2005), als
auch bei L. lactis (Molina-Hoppner etal. 2003) ist unter Hochdruck die Bildung von
Filamenten erkennbar. In diesen Organismen scheint im Gegensatz zum Zellwachstum, die
Zellteilung stiarker durch HHD inhibiert zu sein. Die fehlende Fragmentierung der einzelnen
Zellen kann auf eine reduzierte Assemblierung und Ringbildung von FtsZ zuriickgefiihrt
werden (Sato et al. 2002, Ishii et al. 2004, Kawarai et al. 2004, Molina-Hoppner et al. 2003).
FtsZ ist ein GTP spaltendes, Tubulin &hnliches Protein, das in einem frithen Stadium der
Teilung, in der Zellmitte zu einem Ring polymerisiert (Ericson und Stoffler 1996). Wahrend
im Anschluss an eine Druckbehandlung bei E. coli eine Fragmentierung der filamentGsen
Zellen erfolgt (Ishii et al. 2004, Kawarai et al. 2004), bleiben die Filamente bei L. lactis auch
unter atmosphédrischem Druck erhalten (Molina-Hoppner et al. 2003). Allgemein gilt, dass
Reaktionen, die in einer Volumenzunahme resultieren, unter HHD energetisch ungiinstig sind
und daher inhibiert werden. Reaktionen, die zu einer Volumenabnahme fiithren sind hingegen
energetisch giinstig und werden unter HHD eher beschleunigt (Somero 1992). Obwohl an in
vitro Studien gezeigt worden ist, dass die Polymerisierung von FtsZ mit einer
Volumenzunahme verbunden und daher unter Druck energetisch ungiinstig ist (Morlid et al
1981), diirfte dieser Effekt bei den hier verwendeten subletalen Driicken keinen messbaren
Einfluss haben. Auch bei piezophilen Bakterien wurde die Bildung von Filamenten unter

suboptimalen Druckverhéltnissen beobachtet. Dabei wird die Zellteilung auch bei suboptimal
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niedrigen Driicken inhibiert (Yayanos und DeLong 1987, Jannasch 1987), was die Annahme
unterstiitzt, dass die Polymerisierung der FtsZ Proteine nicht aufgrund einer energetisch
ungiinstigen Volumenzunahme unter HHD gehemmt wird. Viel wahrscheinlicher erscheint
eine gestorte Synthese der FtsZ Proteine, bzw. eine verdnderte Hydratisierung der einzelnen
Monomere (,,preferential hydration*) unter suboptimalen Druckverhiltnisse, so dass dadurch
die Assemblierung der FtsZ Monomere gestort ist und so die Fragmentierung der Zellen

gehemmt wird.

1.3.3 Letale Wirkung von Hochdruck auf Mikroorganismen

Die Pasteurisierung mittels Hochdruck von bis zu 1000 MPa stellt, wie bereits erwdhnt, eine
schonende Alternative zum thermischen Verfahren dar. Lebensmittel, aber auch andere
thermolabile Substanzen wie bestimmte Pharmazeutika und Kosmetika konnen auf diese
Weise schonend und ohne die Zugabe chemischer Substanzen konserviert werden. Da
Proteine unter Hochdruck denaturieren, wird dieses Verfahren auch als ,kaltes Kochen*
bezeichnet. Dabei werden aufgrund der relativ geringen Energiezufuhr nur schwache
chemische Bindungen wie die hydrophoben Wechselwirkungen oder ionische Bindungen,
nicht aber stabile kovalente Bindungen beeinflusst. Wahrend die Primérstruktur von Proteinen
bei einer HHD Behandlung erhalten bleibt (Mozhaev et al. 1994), werden Sekundarstrukturen
(hauptsidchlich ~ Wasserstoffbriickenbindungen) und  Tertidrstrukturen  (hauptsdchlich
hydrophobe Wechselwirkungen und ionische Interaktionen) mit zunehmendem Druck
beeinflusst. Je nach Druckhdhe, Umweltbedingungen und Art der Proteine und Enzyme fiihrt
dies zu einer irreversiblen Denaturierung (Balny und Masson 1993). Die Quartirstruktur
komplexer Proteine und Enzyme wird bereits bei Driicken unter 150 MPa aufgeldst
(Penniston 1971). Im Gegensatz zu den zahlreichen Untersuchungen iiber den Einfluss von
HHD auf einzelne Proteine (GroB3 und Jaenicke 1994, Heremans und Smeller 1998, Desai
etal. 1999) und Membranen (Mentre etal. 1999, Kato und Hayashi 1999), sowie {iiber
Abtotungskinetiken mikrobieller Organismen und deren Sporen sowohl in gepufferten
Medien, als auch in verschiedenen Lebensmitteln (Cheftel 1995, Ritz et al. 2000), ist die
Wirkung von Druck auf komplexe biologische Systeme und Lebewesen und somit der
eigentliche Wirkmechanismus der Hochdruckpasteurisierung bisher kaum erforscht und nur

unzureichend verstanden. Es existieren dazu bisher nur wenige Untersuchungen.

Einfluss von Hochdruck auf die Zellhille

Sowohl bei E. coli, als auch bei L. lactis bewirkt HHD neben der Stérung der Zellteilung auch

eine Schiadigung der Zellhiille, was zur Freisetzung von RNA und intrazelluldren Proteinen,
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bis hin zur kompletten Lyse der Zelle fithren kann (Malone etal. 2002, Manas 2004).
Zusammen mit der verdnderten Membranfluiditdit und der Inaktivierung von
Membranproteinen und verschiedenen ATP-abhéngigen Transportern wird diese Schadigung
als Hauptursache fiir die Inaktivierung von Mikroorganismen durch HHD diskutiert (Wouters
et al. 1998, Gianzle und Vogel 2001, Ulmer et al. 2002b). Je nach umgebendem Medium ist es
der Zelle nicht mehr moglich das osmotische Gleichgewicht, den intrazelluldre pH-Wert bzw.
das zur Energiegewinnung nétige Transmembranpotential aufrechtzuerhalten. Dies fiihrt
entweder direkt zum Tod der Zelle oder verringert die natiirliche Resistenz gegen ansonsten
tolerierbare Umwelteinfliisse und ist somit indirekt fiir den Zelltod verantwortlich. Subletale
Stressbedingungen wie Hitze, Kilte, ein niedriger pH-Wert (Garcia-Graells et al. 1998, Alpas
etal. 2000, Pagan etal. 2001, Molina-Gutierrez 2002, Perrier-Cornet etal. 2005),
antimikrobielle Substanzen (Masschalck etal. 2001a 2001b, Van Opstal etal. 2003,
Rodriguez etal. 2005) oder osmotischer Stress (Ulmer etal. 2000, Wuytak etal. 2003)
konnen so durch Druck vorgeschiadigte Zellen abtéten. Die durch HHD hervorgerufene
Abnahme der Resistenz gegeniiber verschiedenen subletalen Stresseinwirkungen spiegelt das

bereits beschriebene Hiirdenkonzept wider.

Einfluss von Hochdruck auf die Synthese von RNA, DNA und Proteinen

Mittels radioaktiver Markierung von Thymidin, Uracil und Leucin konnte gezeigt werden,
dass in E.coli die DNA-Synthese ab 50 MPa, die RNA-Synthese ab 77 MPa und die
Proteinbiosynthese bereits ab 48 MPa inhibiert wird (Landau 1967, Yayanos und Pollard
1969, Grofl etal. 1993). Vor allem die Funktion der Ribosomen scheint durch eine
Hochdruckbehandlung erheblich gestért zu sein. Die daraus resultierende Inhibierung der
Proteinbiosynthese gilt als Hauptursache fiir ein reduziertes Wachstum nicht-piezophiler
Organismen schon bei moderaten Druckanstiegen (Pope und Berger 1973). In vitro
Untersuchungen zeigen, dass Ribosomen in Kombination mit mRNA und tRNA bei Driicken
von iiber 100 MPa stabil sind, freie Ribosomen hingegen schon bei Driicken unter 60 MPa in
ihre Untereinheiten zerfallen (Grof et al. 1993). Schwarz und Landau (1972a) fanden heraus,
dass in E. coli eine komplette Inhibierung der Translation bei 67 MPa stattfindet. Als Ursache
dafir kann eine verringerte Bildung von Aminoacyl-tRNAs (aa-tRNA), die
Membranpermeabilitét fiir Aminosduren, die Stabilitdt der Polysomen und die Ausbildung der
Peptidbindungen ausgeschlossen werden (Schwarz und Landau 1972a). Es wird vielmehr
vermutet, dass ein Schritt zwischen der Bildung der aa-tRNA und der Ausbildung der
Peptidbindung durch Hochdruck betroffen ist. Sowohl die Translokation, als auch die
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Bindung der aa-tRNA ans Ribosom kommen hierfiir in Frage. In in vitro Versuchen war die
Quantifizierung dieser verringerten Bindung zwischen aa-tRNA und Ribosom unter Druck
identisch mit der gemessenen Abnahme der Proteinbiosynthese in lebenden Zellen (Schwarz
und Landau 1972b, Pande und Wishnia 1986). AuBlerdem konnte beobachtet werden, dass die
Bindung der aa-tRNA an die 30 S Untereinheit des Ribosoms eine Konformationsdnderung
verursacht, welche eine Zunahme des Volumens bewirkt und somit bei steigendem Druck
inhibierend auf den Translationsprozess wirkt (Smith et al. 1975, Arnold und Albright 1971,
Schulz et al. 1976, Grof} et al. 1992 und 1993). Eine gestorte Translation fiihrt aber nicht nur
zu einer verlangsamten Proteinbiosynthese, auch die Fehlerrate der Translation kann durch
eine Hochdruckbehandlung erhéht sein (Hardon und Albright 1974). So ist bei E. coli und
Listeria monocytogenes die Funktion der Ribosomen unter Druck soweit beeintrachtigt, dass
der Translationsprozess nicht nur extrem verlangsamt ist, sondern die Anhaufung fehlerhafter
Proteine fiir die Zellen zu hohem Stress, bis hin zum Zelltod fithren kann (Isaacs et al. 1995,

Pavlovic 2006).

1.3.4 Resistenz, Adaptation und Stressantwort

Wie mehrfach erwidhnt, werden innerhalb der Zelle durch HHD beinahe alle Bestandteile wie
Proteine, Lipide und Membranen, sowie wichtige physiologische und biochemische Vorgénge
wie Zellteilung, Replikation, Transkription, Translation und der allgemeine Metabolismus in
Abhingigkeit der Druckinderung beeinflusst. Aus diesem Grund ist es schwierig die
entscheidenden Kriterien zu bestimmen, die fiir die Abtdtung und Inaktivierung mesophiler
Mikroorganismen verantwortlich sind. Aber erst mit dem Verstdndnis {iber den Mechanismus
der Abtotung konnen Aussagen iiber die enorme Variabilitdit von Hochdruckresistenzen
innerhalb der verschiedenen Gruppen von Mikroorganismen getroffen bzw. die
unterschiedlichen und oft mehrphasigen Inaktivierungskinetiken von Bakterien erklart werden
(Xiong et al. 1999, Mafart et al. 2002, Kilimann 2005). Aufgrund des mangelnden Wissens
iiber die Wirkung von HHD auf Zellen ist auch die Reaktion von Mikroorganismen auf eine
subletale Hochdruckeinwirkung, die Bildung von Adaptation und Resistenzen bzw. die

Induktion einer spezifischen Stressantwort bisher nur ungeniigend untersucht.

Resistenz durch protektive Substanzen

Verschiedene Substanzen im Medium konnen wihrend einer Druckbehandlung protektiv fiir
die Zellen wirken. So ist z. B. in Medium mit einer Saccharose-Konzentration von 1,5 M bzw.
einer NaCl-Konzentration von 4 M die Inaktivierung von L. lactis wéhrend einer HHD

Behandlung mit 600 MPa bzw. 400 MPa deutlich reduziert (Molina-Hoppner 2004). Auch fiir
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andere Bakterien und verschiedene Hefen konnte nachgewiesen werden, dass eine erhohte
Konzentration verschiedener Ionen wie Ca>", Li" oder Na™ die Hochdruckresistenz signifikant
erhohen kann (Takahashi etal. 1993, Hauben et al. 1998, van Opstal et al. 2003, Aertsen
et al. 2003). Der Mechanismus dieser Schutzfunktion ist bisher zwar noch nicht geklért, aber
es wird vermutet, dass durch den reduzierten ay-Wert eine Dehydrierung der Zelle stattfindet,
die Membran dicker wird und die Zellgroe bei zunehmender Druckresistenz abnimmt (Palou
etal. 1997). Fujii et al. konnten zeigen, dass verschiedene Saccharide sowohl in vitro, als
auch in vivo schiitzende Funktionen gegen HHD und Hitze besitzen. Vor allem die
Stabilisierung von Proteinen und Makromolekiilen scheint dabei eine Rolle zu spielen und
hingt wahrscheinlich direkt von der Verfiigbarkeit bestimmter OH-Gruppen der
verschiedenen Zucker ab (Fujii et al. 1996). Die Solute konnen aber auch fiir ein osmotisches
Gleichgewicht sorgen, so dass Zellen mit geschédigter Zellhiille stabil bleiben und eine

voriibergehende Hochdruckbehandlung iiberleben kdnnen.

Resistenz durch Mutation

Zusitzlich zum passiven Schutz kdnnen Mikroorganismen aber auch aktiv Resistenzen
gegeniiber einer HHD Behandlung ausbilden. So existieren z. B. mutierte Stimme, die sich an
Hochdruck adaptiert haben. Ein Ansatz zur Charakterisierung solcher Mutanten besteht darin,
hochdruckresistente mit hochdrucksensitiven Stimmen der gleichen Art zu vergleichen.
Wenn signifikante Unterschiede gefunden und durch entsprechende genetische Experimente
bestitigt werden konnen, sind Aussagen {iber potentielle Angriffspunkte von HHD auf solche
Mikroorganismen mdglich. So konnten zum Beispiel Mutanten der Hefe Saccharomyces
cerevisiae isoliert werden, die sich im Gegensatz zum Wildtyp-Stamm noch bei 25 MPa
vermehren konnen und zusdtzlich auch eine hohere Wachstumsrate bei niedrigen
Temperaturen besitzen. Der Grund dafiir liegt in einer gesteigerten Expression von tat2, ein
Gen, das fiir eine hoch affine Tryptophan-Permease kodiert (Abe und Horikoshi 2000). Da
das Aktivierungsvolumen fiir die Aufnahme von Tryptophan iiber die Membran mit
+46 ml mol™ sehr hoch ist, wird der, unter HHD energetisch ungiinstige Vorgang mit
steigendem Druck gehemmt und das Wachstum von S. cerevisiae wahrscheinlich deswegen
inhibiert. Der mutierte Stamm kann aufgrund der hohen Konzentration an Tat2 trotz gestorter
Funktion des Enzyms aber noch genug Tryptophan in die Zelle transportieren und so auch
unter erhdhtem Druck noch wachsen. Ahnliche Beobachtungen, bei denen die
Substrataufnahme unter HHD gehemmt und somit das Wachstum inhibiert ist, konnten auch

bei Enterococcus faecalis und einer Reihe mariner Bakterien gemacht werden (Jannasch und
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Taylor 1984, Matsumura und Marquis 1978). Mutationen, die die Regulation der Katabolit
Repression storen oder die Aktivitdit der Arginin Deiminase steigern und somit die
Konzentration an Ammonium innerhalb der Zelle erh6hen, ermoglichen ein Wachstum von
E. faecalis bei Driicken von bis zu 100 MPa (Marquis und Bender 1980). Beide Mutationen
konnen fiir ein Wachstum unter Druck eine entscheidende Rolle spielen. Wihrend die
Anreicherung von Ammonium zur Neutralisierung des unter Druck erniedrigten
intrazelluldren pH-Werts genutzt werden kann, stehen durch Mutationen in der Katabolit
Repression zusitzliche katabolische Enzyme zur ATP-Gewinnung bereit. Diese Energie
konnte fiir eine erhohte Translokation von Protonen iiber die Membran durch die bereits
erwahnten, Druck sensitiven F;Fp-ATPasen zur Verfligung stehen und so dazu beitragen, den
optimalen intrazelluldren pH-Wert zu erhalten (Matsumura und Marquis 1977).

Neben den beschriebenen Mutationen, die einem piezosensitiven Organismus piezophile
Eigenschaften verleihen, treten auch Mutationen auf, die zu piezotoleranten Eigenschaften
fiihren. Solche Mutanten besitzen unter subletalen Hochdruckbedingungen die selbe
reduzierte Wachstumsrate wie die Wildtyp Stimme, die Uberlebensrate der piezotoleranten
Mutanten nach einer letalen Hochdruckbehandlung ist dafiir aber signifikant erh6ht. Daraus
kann man folgern, dass die jeweiligen Mechanismen fiir Wachstum und Uberleben unter
HHD verschieden sind. Durch Mutation erworbene piezophile und piezotolerante
Eigenschaften lebensmittelrelevanter Mikroorganismen spielen im Hinblick auf einen
sicheren Konservierungsprozess eine absolut wichtige Rolle bei der Etablierung der
Hochdruckpasteurisierung. So konnten z. B. mutierte E. coli Stimme isoliert werden, deren
Uberlebensrate im Vergleich zum Wildtyp wihrend einer letalen Hochdruckbehandlung um
ein Vielfaches hoher war (Hauben et al. 1997, Benito etal. 1999, Alpas etal. 1999). Die
genetische Charakterisierung einer dieser piezotoleranten Mutanten zeigte eine erhdhte
Aktivitit des von rpoS kodierten alternativen Sigma-Faktors ¢° (Robey etal. 2001). Die
verdnderte Aktivitdt von RpoS, der wichtigste Regulator der Stressantwort bei verschiedenen
Arten von Enterobakterien (E. coli, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium) ist vermutlich
auf die Heterogenitit der rpoS Allele in den verschiedenen Stimmen zuriickzufiihren. RpoS
reguliert die Transkription von weit iiber 40 Genen, die iiberwiegend unter Stressbedingungen
wie niedriger pH-Wert, osmotischer Druck, oxidativer Stress oder Hungerstress exprimiert
werden (Small et al. 1994, Abee und Wouters 1999, Hengge-Aronis 1996 und 2002).
Piezotolerante Mutanten konnten auch bei Listeria monocytogenes identifiziert werden
(Karatzas und Bennik 2002). Resistente Stimme dieser Art besitzen gleichzeitig auch eine

erhohte Resistenz gegentiber Hitze, Sdure und H;O,. Im Gegensatz zum Wildtyp sind die
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mutierten Zellen lédnger, besitzen keine Flagellen und ihre Wachstumsrate ist unter optimalen
Bedingungen bei atmosphérischem Druck leicht reduziert. Die genetische Charakterisierung
zeigte, dass fiir den resistenten Phidnotyp die Deletion eines einzelnen Kodons im ctsR Gen
verantwortlich ist (Karatzas etal. 2003). CtsR wirkt bei Gram positiven Bakterien als
Repressor der als ,,Stressgene der Klasse 3* (,,Class three stress gene Repressor*) bekannten
Gene (Derre et al. 1999, Varmanen 2000). Dazu zéhlen vor allem verschiedene Clp-ATPasen,
die als Peptidasen, Chaperone oder in Kombination mit ClpP auch als spezifische Proteasen
aktiv sein konnen (Maurizi et al. 1990, Wickner et al. 1994, Gottesman et al. 1998). Durch
die Mutation ist vermutlich die Funktion von CtsR als Repressor verloren gegangen, so dass
im Vergleich zum Wildtyp die durch CtsR regulierten Stressproteine stark erhoht sind und

auch durch Hitzestress nicht weiter induziert werden (Karatzas et al. 2003).

Resistenz durch Stressantwort

Wie eben gezeigt, konnen Mutationen von Aktivatoren oder Repressoren zu erhdhten
Konzentrationen einer ganzen Reihe spezifischer und allgemeiner Stressproteine in der Zelle
und somit zu einer Steigerung der Resistenz gegeniiber HHD und anderen Stressarten fiihren
(Kreuzresistenz). Zellen kénnen aber auch mittels einer gezielten Uberexpression einzelner
Stressgene wie groES und groEL die Stresstoleranz erhdhen (Desmond et al. 2004).

Somit kann die Stresstoleranz von Mikroorganismen nicht nur durch Mutationen oder
gentechnische Verdnderungen gesteigert werden. Wie aus einer Vielzahl von Arbeiten
bekannt ist, besitzt jedes Lebewesen das Potential durch die Ausbildung einer Stressantwort
aktiv auf subletale Umwelteinfliisse zu reagieren. Bei Bakterien sind eine Reihe solcher
Stressantworten wie zum Beispiel auf Verdnderungen der Temperatur oder des pH-Wertes
bereits ausfiihrlich untersucht (Abee und Wouters 1999, Lengeler et al. 1999a). Durch die
Ausbildung einer mehr oder weniger spezifischen Stressantwort kann sich ein Organismus
nicht nur an den auslésenden Stress adaptieren, sondern gleichzeitig auch andere, dem
Organismus bisher noch unbekannte Stressbedingungen besser tolerieren (Hecker 1998). Die
Ausbildung einer so genannten Kreuzresistenz kann sich vor allem bei der
Hochdruckpasteurisierung von Lebensmitteln negativ auswirken. Wenn in Mikroorganismen
durch die Vorgeschichte der Lebensmittel wie eine moderate und daher subletale Erwérmung,
Kiihlung, niedriger pH-Wert oder hohe Salzkonzentration eine Stressantwort induziert wird,
kann dies auf die Resistenz gegeniiber einer folgenden Hochdruckbehandlung Auswirkungen
haben. So konnte gezeigt werden, dass E. faecalis durch die Induktion einer Stressantwort

wiahrend der stationdren Phase gegen eine Vielzahl anderer Stressarten erhohte Resistenz
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aufweist (Giard etal. 1996). Diese Ergebnisse bestitigen die bereits beschriebenen
Untersuchungen an hochdruckresistenten Mutanten von E. coli, bei denen die Konzentration
des alternativen Sigma-Faktors ¢° erhdht sind und somit zahlreiche Stressproteine auch in der
exponentiellen Wachstumsphase verstirkt synthetisiert werden (Robey etal. 2001).
Untersuchungen an Bakterien und Hefen zeigten, dass eine Vorinkubation unter
verschiedenen subletalen Bedingungen die Resistenz gegeniiber einer folgenden
Hochdruckbehandlung signifikant erhéhen kann. Ein aus Meerwasser isolierter Vibrio Stamm
besitzt in der stationdren Phase eine hohere Druckresistenz als in der exponentiellen Phase
(Novitsky und Morita 1978). Micrococcus roseus, ein ebenfalls aus dem Meer isoliertes
Bakterium besitzt nach einer Vorinkubation in Medium mit verschieden hohen NaCl
Konzentrationen ebenfalls eine erhohte Hochdruckresistenz (Tanaka etal. 2001).
Experimente mit lebensmittelrelevanten Bakterien zeigten, dass bei L. monocytogenes
(Wemekamp-Kamphuis 2002) und Staphylococcus aureus (Noma und Hayakawa 2002) eine
Vorinkubation bei niedrigen Temperaturen, bei E. coli hingegen eine Vorinkubation bei einer
erhohten Temperatur von 50°C die Hochdruckresistenz stark erhoht (Aertsen et al. 2004).
Auch bei S. cerevisiae nimmt die Hochdruckresistenz nach einer Inkubation bei 43°C zu
(Iwahashi etal. 1991, Obuchi et al. 1992). Neuere Untersuchungen zeigen, dass in diesem
Organismus der gleiche Effekt auch durch eine Vorinkubation bei einer Temperatur von nur
10°C, einer Ethanol Konzentration von 6% oder einer H,O, Konzentration von 0,4 mM
erreicht wird (Palhano et al. 2004b). Neben dem Auftreten von Kreuzresistenzen konnen auch
Adaptationen beobachtet werden. So kann die Hochdruckresistenz von E. coli durch eine
Vorinkubation unter subletalem Hochdruck deutlich gesteigert werden (Gao etal. 2001).
Dartiiber hinaus kann eine subletale Hochdruckbehandlung auch selbst zu Kreuzresistenzen
gegeniiber anderen letalen Stresszustinden fiihren. So ist die Uberlebensrate einer Population
von L. rhamnosus wahrend einer Hitzebehandlung bei 60°C deutlich hoher, wenn sie zuvor
flir 10 min bei einer Temperatur von 37°C und einem subletalen Druck von 100 MPa
inkubiert wurde (Ananta und Knorr 2003). Ananta und Knorr (2004) zeigten, dass eine
funktionierende Protein de novo Synthese fiir diesen Effekt notwendig ist und L. rhamnosus
somit eine HHD induzierte Stressantwort zu besitzen scheint, die eine erhohte Resistenz
gegeniiber einer anschlieBenden letalen Hitzebehandlung verleiht.

Bisher existieren mehrere Untersuchungen zur hochdruckinduzierten Stressantwort bei
Mikroorganismen. Allerdings sind diese aufgrund der verschiedenen physikalischen
Parameter (Druckhohe, Druckzeit, Temperatur, Medium), der Wachstumsphase und der

unterschiedlichen Physiologie der verschiedenen Zellen nur sehr schwer miteinander
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vergleichbar. Die ausfiihrlichsten Daten sind fiir den Modellorganismus E. coli vorhanden.
Neben Ergebnissen verschiedener Proteomstudien mittels 2D-Gelelektrophorese (Welch et al.
1993, Grofl etal. 1994, Aertsen etal. 2004a) gibt es auch Resultate auf Ebene des
Transkriptoms mittels DNA-Microarray (Ishii et al 2005) und anderer Methoden (Kato et al.
1994, Nakashima et al. 1995, Sato et al. 1995 und 1996, Kato und Horikoshi 1996, Aertsen
et al. 2004b, 2005). Es kann beobachtet werden, dass HHD keine spezifische Stressantwort
bei E. coli induziert. Stattdessen besitzt die hochdruckinduzierte Stressantwort Elemente aus
verschiedenen Stressantworten wie sie unter anderem nach oxidativem Stress oder Hitzestress
auftreten. Auch eine SOS-Antwort kann durch Hochdruck bei E. coli ausgelost werden.
Neben Stressproteinen wie GroEL und DnaK koénnen auch typische Kiltestressproteine und
ribosomale Proteine detektiert werden. In Analogie zu piezophilen Tiefseebakterien ist auch
bei E. coli die Synthese von &uBeren Membranproteinen, die Porine bilden kdnnen durch
HHD beeinflusst. Aulerdem wird eine Induktion von CydD, das fiir die Zusammenlagerung
des Cytochrom BD-Komplexes der Atmungskette wichtig ist, als Anpassung an steigenden
Druck beobachtet.

Ahnlich umfangreiche Untersuchungen stehen sonst nur noch fiir die Hefe S. cerevisiae zur
Verfiigung. Ausfiihrliche Transkriptionsanalysen beschreiben das Verhalten unter letalen und
subletalen Hochdruckeinwirkungen von 10 bis 200 MPa (Odani et al. 2002, Iwahashi et al.
2002, 2003 und 2005, Abe 2004, Palhano et al. 2004a, Fernandes et al. 2004, Fernandes
2005). Auch bei diesem Organismus findet man verschiedene Stressproteine, wobei je nach
Druckhohe deutliche Unterschiede festzustellen sind. Unter anderem konnte beobachtet
werden, dass bei 75 MPa die Synthese des Hitzeschockproteins Hsp104 induziert wird
(Tamura et al. 1998). Auch bei verschiedenen eukaryotischen Zellen menschlichen Ursprungs
wird unter anderem die Synthese eines Hitzeschockproteins (Hsp70) unter HHD induziert
(Takahashi et al. 1996, Elo et al. 2000, Kaarniranta et al. 2000).

Alle weiteren bisher durchgefiihrten Studien zur Genexpression bzw. Proteinsynthese unter
Druck mit den verschiedensten Organismen wie Methanococcus thermolithotrophicus
(Jaenicke et al. 1988), Rhodosporidium sphaerocarpum (Grof} et al. 1994), L. monocytogenes
(Wemekamp-Kamphuis et al. 2002) oder L. sanfranciscensis (Drews et al. 2002, Scheyhing
2002) sind miteinander nicht vergleichbar. L. monocytogenes und L. sanfranciscensis sind die
einzigen Vertreter Gram positiver Bakterien. Fiir L. monocytogenes existieren Daten lediglich
fiir Versuche mit einem kurzen letalen Druck von 200 MPa. Eine klassische Stressantwort ist

bei dieser Druckhohe in der Zelle nicht zu erwarten. Dennoch wird eine Erhohung der
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Konzentration von zwei Kilteschockproteinen in der Zelle beobachtet (Wemekamp-
Kamphuis et al. 2002).

In der von Drews etal. durchgefiihrten Proteomanalyse wird die Verdnderung des
Proteinmusters bei L. sanfranciscensis nach einer einstiindigen Inkubation bei optimaler
Wachstumstemperatur und verschieden hohen Driicken von 25 MPa (subletal) bis 200 MPa
(letal) untersucht (Drews etal. 2002). Die resultiecrenden Ergebnisse bilden eine gute
Grundlage fiir einen tieferen Einblick in die hochdruckinduzierte Stressantwort bei

L. sanfranciscensis.

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit, die im Rahmen der interdisziplindren DFG-Forschergruppe ,,Einfluss von
Hochdruck auf molekulare und zelluldre Systeme in Lebensmitteln™ angefertigt wurde, war
die Charakterisierung der durch subletalen Hochdruck induzierten Stressantwort bei
Lactobacillus sanfranciscensis DSM20451". Das stibchenformige, heterofermentative
Milchsédurebakterium ist ein typischer Vertreter und Leitorganismus im Sauerteig, aus dem es
auch erstmals isoliert wurde (Kline und Sugihara 1971, Gobetti et al. 1996, Hammes et al.
1996, Gobetti und Corsetti 1997). Aufgrund der zahlreichen und zum Teil unter Hochdruck
durchgefiihrten biochemischen und stoffwechselphysiologischen Arbeiten und der
Etablierung wichtiger molekularbiologischer Methoden ist L. sanfranciscensis als
Modellorganismus fiir die Untersuchung der Wirkungen von HHD auf Gram positive
Bakterien geeignet (Gobetti et al. 1996, Ginzle et al. 1998, Ehrmann und Vogel 1998, De
Angelis etal. 2001, Korakli etal. 2001, 2002, 2003, Vermeulen et al. 2005). Die auf die
Ergebnisse von Scheyhing (2002) aufbauende Arbeit soll unter Beriicksichtigung der Daten
von Drews etal. (2002) zusammen mit den Studien zur Transkriptionsanalyse unter
Hochdruck bzw. der Charakterisierung hochdruckresistenter Stimme (Pavlovic 2006) einen
umfangreichen Einblick in die hochdruckinduzierte Stressantwort bei L. sanfranciscensis
geben. Neben den Daten fiir die Modellorganismen S. cerevisiae (Hefen) und E. coli (Gram
negative Bakterien) sollten erstmals auch detaillierte Ergebnisse fiir einen Vertreter der Gram
positiven Bakterien erarbeitet werden. Erkenntnisse iiber das Verhalten von Vertretern der
wichtigsten lebensmittelrelevanten Gruppen von Mikroorganismen unter Druck geben
Aufschluss tiber die Wirkung von HHD auf die verschiedenen Organismen. Dies wiederum
ist essentiell flir eine sichere Anwendung der Hochdruckpasteurisierung bzw. fiir die

Etablierung eines sinnvollen Hiirdenkonzepts unter Beteiligung von HHD.
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Zu Beginn dieser Arbeit sollen die bereits existierenden physiologischen Experimente zu
Adaptation und Kreuzresistenz mit verschiedenen anderen, in Lebensmittel relevanten
Stressarten wie Hitze-, Kélte-, Sdure-, Salz- oder Hungerstress bestétigt und erweitert werden
(Scheyhing 2002). Dabei sollte zusatzlich geklart werden, ob eine de novo Proteinbiosynthese
fiir den Effekt der Hochdruckadaptation nétig ist. Diese Ergebnisse sind nicht nur fiir die
Etablierung der Hochdruckpasteurisierung im Sinne des Hiirdenkonzepts von Interesse,
sondern konnen im umgekehrten Fall auch fiir eine Optimierung der Préparation von
Starterkulturen niitzlich sein.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte unter Einbeziehung der von Scheyhing und Drews bereits
generierten Daten (Scheyhing 2002, Drews etal. 2002) mittels hoch auflésender
zweidimensionaler  Gelelektrophorese die  hochdruckinduzierte  Stressantwort  von
L. sanfranciscensis ausfiihrlich auf Proteomebene untersucht werden, um Einblicke in die
Wirkungsweise von HHD auf den Organismus zu bekommen. Die Proteine, deren
Konzentrationen in der Zelle als Antwort auf eine Hochdruckbehandlung veréndert werden,
sollten anschliefend unter den oben genannten Stressbedingungen untersucht, charakterisiert
und miteinander verglichen werden. Unbekannte Proteinspots sollten mittels
massenspektrometrischer Verfahren analysiert und identifiziert werden.

Mit den Methoden der reversen Genetik sollen ausgehend von einzelnen Peptidsequenzen die
kompletten Gene der durch HHD induzierten Proteinspots gefunden und charakterisiert
werden. Nach Aufkldrung kompletter Aminoséuresequenzen soll versucht werden einige
Proteine niher zu analysieren.

Besonderes Interesse bei der Genanalyse sollte auch den jeweiligen Promotorsequenzen
gewidmet werden. Mittels Northern Blot Analyse kann die Transkriptionsrate der jeweiligen
Gene bestimmt und so die Aktivitét ihrer Promotoren charakterisiert werden. Fiir eine genaue
Quantifizierung der Promotoraktivititen sollte ein neues Reportergensystem fiir
L. sanfranciscensis konstruiert und anhand des NaCl-abhdngigen dnaK-Promotors verifiziert
und etabliert werden. Die gewonnen Daten sollten dann mittels semiquantitativer RealTime-
PCR iiberpriift werden. Dazu ist zundchst die Etablierung eines konstitutiv exprimierten und
unter HHD nicht regulierten Referenzgens aus L. sanfranciscensis notwendig. Abschlieend
sollten die ermittelten Werte mit denen des DNA-Microarrays aus der Dissertation von

Melanie Pavlovic verglichen werden (Pavlovic 2006).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle fiir die Reproduzierbarkeit der Arbeit bendtigten Materialien werden in den folgenden
Kapiteln beschrieben. Die Beschreibung spezieller Gerdte erfolgt bei Bedarf in den

entsprechenden Kapiteln des Methodenteils.

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Wenn nicht anders angegeben, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von
Amersham Biosciences (Freiburg), BioRad (Miinchen), Gerbu (Gaiberg), Merck (Darmstadt),
Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
bezogen. Enzyme zur Resitriktion, Ligation oder anderen Modifikationen von DNA, sowie
Enzyme zur Amplifizierung bzw. reversen Transkription von DNA und RNA stammen von
den Firmen Roche (Mannheim), Gibco BRL (Eggenstein), Hybaid-AGS (Heidelberg), MBI-
Fermentas (St. Leon-Rot) und Promega (Mannheim). Weitere Enzyme wie z.B. Lysozym
wurden dartiber hinaus auch von der Firma Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich

(Taufkirchen) gekautft.

2.1.2 Medien und Medienzusitze

Alle Medien wurden falls nicht anders erwdhnt 20 min bei 121°C autoklaviert.
Hitzeempfindliche Losungen wurden sterilfiltriert (0,2 pm) und dem abgekiihlten Medium
aseptisch zugegeben. Zur Verfestigung wurde den Medien ein Anteil von 1,5% an Agar-Agar

(Difco, Augsburg) zugesetzt.

SOC-Medium |AUSUBEL et al., 1987]:

Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut) 20,0 g
Hefeextrakt 50g
NaCl (10 ml; IM Stammlosung) 10 mM
KCI (2,5 ml; 1M Stammldsung) 2,5 mM
Aquageion ad 980 ml, pH 7,0

Nach Autoklavieren Zugabe von:

Glucose 20 mM
(10 ml einer sterilfiltrierten 2 M Stammldsung)

Mng X6 HQO 10 mM
MgSO4 x 7 H,O 10 mM

(10 ml einer sterilfiltrierten Stammldsung, jeweils 1 M)
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LB-Medium [SAMBROOK et al., 1989]:

Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut) 10,0 g
Hefeextrakt 50g

NaCl 10,0 g
Aquageion ad 1000 ml, pH 7,2
MRS-Medium [DE MAN et al., 1960 (mod.)|:

Pepton aus Casein, tryptisch verdaut 10,0 g
Fleischextrakt 5,0g
Hefeextrakt 50¢g
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat 2,6¢g
Kaliumdihydrogenphosphat 40¢g
Ammoniumchlorid 30g
Cystein-HCl 0,5¢g

Tween 80° 1 ml
Aquageion ad 800 ml, pH 6,5
Nach Autoklavieren Zugabe von:

Maltose 10,0 g
Fructose 10,0 g
Aquageion ad 200 ml,

(separat autoklaviert)

Magnesiumsulfat-Heptahydrat 100 mg
Mangansulfat-Tetrahydrat 50 mg

(1 ml einer sterilfiltrierten Stammldsung mit 100 g/l bzw. 50 g/1)
Medienzusitze:

Ampicillin

Die Stammldsung von 50 mg/ml wurde mit Aquageion hergestellt, sterilfiltriert und in einer
Endkonzentration von 100 pug/ml zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

Erythromycin

Die Stammlésung von 20 mg/ml wurde in Ethanol hergestellt, sterilfiltriert und in einer
Endkonzentration von 5 pg/ml fiir L. sanfranciscensis bzw. 20 pg/ml fiir E. coli zugesetzt.
Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

Chloramphenicol
Die Stammldésung von 34 mg/ml wurde in Ethanol hergestellt, sterilfiltriert und in einer
Endkonzentration von 25 pg/ml zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Die Stammlosung von 2 00mg/ml wurde in Aquageion gelost, sterilfiltriert und in einer
Endkonzentration von 40 pg/ml dem Medium zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranoside (X-a-Gal) (ICN Biomedicals, USA)
Die Stammlésung von 2 mg/ml wurde in Dimethylformamid (DMF) hergestellt. Die
Lagerung erfolgte bei —20°C in Dunkelheit. 250 ul wurden auf einer Agarplatte ausplattiert
und bei Raumtemperatur getrocknet.

Analog wurde mit X-B-Gal verfahren. Alternativ wurde hier vor dem GieB3en der Agarplatten
1 ml einer Stammldsung (20 mg/ml DMF) in das abgekiihlte, noch fliissige Medium gegeben.
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2.1.3 Bakterienstimme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in den nachfolgenden
Tabellen zusammengefasst.

Zu charakterisierender Mikroorganismus:

Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.53 (DSM20451"); dieser Stamm besitzt keine o-
Galactosidase-Aktivitit (a-Gal-Aktivitat: ,—

Tabelle 2.1 Milchsiurebakterien fiir das Screening auf a-Galactosidase-Aktivitit. Die a-Galactosidase-
Aktivitdt der einzelnen Stimme wurde qualitativ im Rahmen dieser arbeit bestimmt und entsprechend angegeben
»— = keine Aktivitat ,,+++, ++°  +“ = sehr starke, starke, Aktivitét)

Stamm a-Gal- Stamm a-Gal-
Aktivitit Aktivitit

Lactobacillus brevis TMW 1.6 +++ Lactobacillus hildegardii TMW 1.45 ++
Lactobacillus pentosus TMW 1.30 ++ Lactobacillus alimentarius TMW 1.62 -
Lactobacillus delbrueckii TMW 1.58 ++ Lactobacillus viridenscens TMW 1.70 -

Lactobacillus fermentum TMW 1.187 + Lactobacillus buchneri TMW 1.75 +++

Lactobacillus johnsonii TMW 1.189 - Lactobacillus rhamnosus TMW 1.63 ++

Lactobacillus plantarum TMW 1.9 - Lactobacillus pontis TMW 1.84 +++
Lactobacillus pentosus TMW 1.10 - Lactobacillus plantarum TMW 1.64 +
Lactobacillus alimentarius TMW 1.11 - Lactococcus lactis TMW 1.1085 -
Lactobacillus casei TMW 1.14 + Pediococcus acidilactici TMW 2.1 -

Lactobacillus acidophilus TMW 1.18 - Pediococcus inopinatus TMW 2.2 ++
Lactobacillus suebicus TMW 1.44 + Pediococcus pentosaceus TMW 2.6 -

Leuconostoc lactis TMW 2.330 -
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Tabelle 2.2 Verwendete E.coli Stimme zur Durchfiithrung von Klonierungen und zur heterologen
Expression von Proteinen

E. coli Stamm Referenz Genotyp Verwendung
F-, deoR, endA1l, gyrA96, hsdR17(rk-mk+), recAl,
DHS5-alpha Stratagen relAl, supE44, thi-1, del(lacZY A- argF)U169, Klonierung
(Phi80lacZdelM15)
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, lac, .
XL1-Blue Stratagen FproAB, laciqZdeIM15, Tn10] Klonierung
BL21 . F-, decm, ompT, hsdS(rB-mB-), gal, (LambdaDE3), Heterologe
(DE3)pLysE Novabiochem (pLysE) Expression
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 Klonierung /
TOP 10 Invitrogen AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL Heterologe
(StrR) endA 1 nupG Expression
2.1.4 Plasmide
Tabelle 2.3 Bereits verfiighare Plasmide:
Plasmid Referenz Genotyp Verwendung
Posno et al. T E.coli/Lactobacillus Shuttle-Vektor
pLP3537 (1991) p333-2,amp’, ery Ursprung fiir Reporter-System
amp’, multiple cloning
pSP72 Promega site (MCS), SP6 und T7 Klonier- und Sequenziervektor
binding sites
® amp’, MCS, SP6 und T7 Klonier- und Sequenziervektor
PGEM-3Z{(+) Promega binding sites, lacZ" Blau-Weiss-Screening (lacZ)
amp’, pBR322 ori, T7 Klonierung und heterologe
pET3a 6xHis Novagen promotor, C-terminal Proteinexpression in E. coli
6xHis-tag Induktion mit IPTG
TOPO TA Cloning® Kit,
+ + . .
pCR®2.1-TOPO® Invitrogen amp ,_kan , MCS, BUC direkte Klonierung von PCR-
ori, f1 ori, lacZ Fragmenten,
Blau-Weiss-Screening (lacZ)
+ .
amep i’tg BeRgfjco g,}{rgyc- Klonierung und heterologe
pBAD/Myc-His A Invitrogen priope, ’ Proteinexpression in E. coli

pGEX 4T-1

pSTBIlue-1 = pAccepTor
(linearisiert)

GE-Healthcare

Novagen

araBAD-Promotor, C-
terminal 6xHis-tag

amp’, MCS, gst, tac
promoter, lac operator,
coding region for
thrombin cleavage

amp’, kan” MCS, SP6
und T7 binding sites, pUC
ori, f1 ori, lacZ*

Induktion mit Arabinose

Klonierung und heterologe
Proteinexpression in E. coli
Glutathione S-transferase (GST)
Gene Fusion System

direkte Klonierung von PCR-
Fragmenten,
Blau-Weiss-Screening (lacZ)
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Tabelle 2.4 In dieser Arbeit neu konstruierte Plasmide, die auch fiir weitere Studien verwendet wurden
(Plasmide fiir Hilfskonstruktionen, Sequenzierreaktionen oder fiir Experimente zur Uberexpression von
Proteinen sind nicht aufgefiihrt):

Plasmid Genotyp Verwendung

pLP3537 (Shuttle-Vektor) + melA
Reportergen-Kassette ohne Promotorsequenz ,
pSH85350 Ribosomen-bindestelle und ATG-Startkodon;
up- und downstream der Kassette befinden
sich Terminatorsequenzen

Ausgangsvektor fiir Klonierungen von
Promotoren vor das melA-Reportergen

pSH85351 pSH85350 + dnaK-Promotorsequenz Analyse des dnaK-Promotors
pSH85352 pSH85350 + rbsK-Promotorsequenz Analyse des rbsK-Promotors
pSH85353 pSH85350 + mdh-Promotorsequenz Analyse des mdh-Promotors
pSH85354 pSH85350 + clpL-Promotorsequenz Analyse des clpL-Promotors
pSH85355 pSH85350 + ctsR-Promotorsequenz Analyse des ctsR-Promotors
pSH85356 pSH85350 + cps1D-Promotorsequenz Analyse des cps1D-Promotors
pSH 85357 pSH85350 + xpk-Promotorsequenz Analyse des xpk-Promotors
pSH85358 pSH85350 + fusA-Promotorsequenz Analyse des fusA-Promotors

2.1.5 Oligonukleotide

In der folgenden Tabelle werden nur die wichtigsten Oligonukleotide dieser Arbeit
aufgefiihrt, die zur Reproduktion einzelner Ergebnisse bendtigt werden und nicht ohne
weiteres aus den vorliegenden Informationen ermittelt werden konnen. Die zum Teil
degenerierten Oligonukleotide fiir inverse PCR Reaktionen, die ausschlieBlich zur
Identifizierung und Sequenzierung der in dieser Arbeit untersuchten Gene verwendet wurden,
sind in dieser Aufstellung nicht beriicksichtigt. Da die entsprechenden (Partial-) Sequenzen
der beschriebenen Gene in dieser Arbeit abgebildet sind, sind diese Oligonukleotide nicht
weiter von Bedeutung. Auch einzelne Oligonukleotide, die z.B. zur Klonierung von Genen in

Expressionsvektoren verwendet wurden sind nicht aufgefiihrt.
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Tabelle 2.5 In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Kursiv dargestellte Sequenzen sind nicht
komplementir zu den jeweiligen Gensequenzen und stellen in der Regel zusitzlich angefiigte
Restriktionsschnittstelen dar. Die Bezeichnung der Primer setzt sich zusammen aus einem Kiirzel des
entsprechenden Gens, bei Bedarf der hauptséchlichen Verwendung (L = LightCycler; S = DIG markierte Sonde)
und der Orientierung (f = forward; r = reverse).

Bezeichnung Sequenz Referenz / Kapitel
MelA_f ATATGCCGGCACGTTGCAGCAAACTTTAATTG 3.6.1 (Reportergen)
MelA r ATATAAGCTTCCGCTGATCAAGACATTGACTTC 3.6.1 (Reportergen)

MalTer f ACATTAAGCTTCAGAAAATGTCATTGGATTGG 3.6.1 (Terminator)
MalTer r AATATGCCGGCAAATGTTAATTAAAACAAC 3.6.1 (Terminator)
DnakPr f ATATGCCGGCGTAACTTTTGGGGATCATAATCCG 3.6.1 (Testpromotor)
DnaKPr r ATATGCCGGCGTAACTTTTGGGGATCATAATCCG 3.6.1 (Testpromotor)
Dnak-S_f CAAACTCTGCAGTTGCTG 3.6.2,3.61
DnaK-S_r ATACCTAATGACAATGGAG 3.62,3.6.1
DnaK-L_f AGCGGTTGCTTTAGGTGCTG 3.6.3.6
DnaK-L r CCATTGGACGTTCACCTTGT 3.6.3.6
16S-S_f AAGGGTTTCGGCTCGTAAAA 3.6.2,3.6.1
16S-S_r TTAGATTGGCAGAAGATGTC 3.6.2,3.6.1
Xpk-S_f TCACCAAGATCCAGGTCT 3.6.2,3.6.1
Xpk-S_r TTATTTGTTAAGTGGTTCC 3.6.2,3.6.1
Xpk-L_f CACCCTCGTCCACAATGG 3.6.3.9
Xpk-L_r CGAATCTTCATTTCTGGG 3.6.3.9
Xpk-Pr_f TGAATGCCGGCTTCTTTTCACCAAGATCC 3.6.3.9
Xpk-Pr_r TGTAATCGCCGGCCATGCAATAACACTCC 3.63.9
MelA-S_f AGAACAACTTGTCTTTCACCTG 3.6.2,3.6.1
MelA-S_r CGGTAAATTTCCTGAGAACC 3.6.2,3.6.1
Rbsk-Pr_f ATATGCCGGCCTCCTCTTAAATATAATTTATATAGTTAC 3.6.3.1
Rbsk-Pr_r ATATGCCGGCCATCTTTGTAGCCTCCTCTTTTC 3.6.3.1
Rbsk-S_f CAGACGGAATGAATATTGAC 3.63.1
Rbsk-S_r CATTGGCTAACATCGATGTT 3.6.3.1
RbsK-L_fl ATTATTGTCGTCGGTTCG 3.6.3.1
RbsK-L_f2 GAATCAGAAGCAGCAACC 3.6.3.1
RbsK-L rl CCATCATTTTCGCATCTTC 3.6.3.1
RbsK-L 12 GCAAGAGAACCAATAAAGG 3.6.3.1
Mdh-Pr_f ATATGCCGGCCATAATAGATCTCCTCTTA 3.6.3.2
Mdh-Pr r TTTTGGCCGGCATGATAGGCTTTGGCCCA 3.6.3.2

ClpL-Pr f TTATGCCGGCATCTTTATAAGCACTATC 3.63.3
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ClpL-Pr r ATATGCCGGCCATTGTATAATCCTTCTTCC 3.63.3
CIpL-S_f TGGTGCTACTGCTGGTTAC 3.6.3.3
CIpL-S_r GTTACGGTATTCGTCTTGAG 3.6.3.3
ClpL-L_fl ACCCCTACTCAAGCAAAAC 3.6.3.3
ClpL-L_f2 GAAACACCAGTTGCTAAACC 3.63.3
ClpL-L rl AAACCTTCAACGATAGCAG 3.6.3.3
ClpL-L 12 TTACCGTCATCAAAACCAG 3.63.3
CtsR-Pr_f TCGGGAGCCGGCTCAGCTAGGTAGAGCAC 3.6.3.5
CtsR-Pr r TATGGCCGGCCATATTATCATCTCATCTCTG 3.6.3.5

GroESL-S_f ATTTTCTGATGACGCCCG 3.6.3.7
GroESL-S_r GGCAATGAAATTGCACGAG 3.63.7
CpsID-Pr f TAATTGCCGGCTTTTTTCTTAAAATTAAAG 3.63.8
Cps1D-Pr r ATATGCCGGCATTTTTTTCATTAAATTATCG 3.6.3.8
FusA-Pr_f AGTGGCCGGCTCGCTAAAGAAATTATTG 3.6.3.10
FusA-Pr r ATTTGCCGGCCATTATTAACTCCTTTTAAA 3.6.3.10
2.2 Methoden

2.2.1 Physiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung

Die Kultivierung von E. coli erfolgte auf LB-Agar iiber Nacht bei einer Temperatur von 37°C.

Zur Selektion von Stimmen, die ein Plasmid tragen, wurden dem Medium entsprechende

Antibiotika bzw. chromogene Substanzen beigefiigt. LB-Fliissigkulturen wurden mit einer

Einzelkolonie beimpft und je nach Verwendungszweck unterschiedlich lange bei 37°C auf

dem Schiittler acrob bebriitet. Die heterologe Expression in exponentiell wachsenden E. coli

Kulturen wurde je nach Expressionssystem durch Zugabe von IPTG oder Arabinose in

unterschiedlichen Konzentrationen induziert.

Die Zellen von L. sanfranciscensis und anderen Milchsaurebakterien wurden in mit mMRS

Bouillon randvoll gefiillten Rohrchen und fest verschlossenem Deckel bei optimaler

Temperatur von 30°C bis 37°C kultiviert. Die Bebriitung auf mMRS Agarplatten erfolgte

anaerob im Anaerobiertopf oder im Brutschrank mit definierter Gasatmosphire (80% N, 20%

CO,).
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2.2.1.2 Stammbhaltung

Zur langfristigen Konservierung wurden frische Ubernachtkulturen (ca. 10 ml) abzentrifugiert
und in ca. 800 pl frischem Medium und 800 pl sterilem Glyzerin (80%) resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in Kryorohrchen gefiillt und bei -76°C gelagert.

2.2.1.3 Bestimmung der Zelldichte und Wachstumsrate

Zur Bestimmung der Zelldichte, bzw. zur Bestimmung der Wachstumsphase und der
Wachstumsrate wurde die optische Dichte einer Kultur im Vergleich zum unbeimpften
Medium (Referenz) gemessen. Die Messung wurde bei 590 nm in einem Spektralphotometer
(Novaspecll; Amersham Biosciences, Freiburg) durchgefiihrt. Bei Extinktionswerten >1,0
erfolgte vor der Messung eine Verdiinnung der Kultur.

Die Wachstumsrate einer Kultur wurde anhand der Verdnderung der optischen Dichte in
Abhidngigkeit der Zeit ermittelt. Die Messungen erfolgten dabei in bestimmten zeitlichen
Intervallen. Die Wachstumsrate einer Kultur unter verschiedenen Umweltbedingungen
(Stressbedingungen) konnte anhand dieser Daten sowohl graphisch, als auch rechnerisch
ermittelt werden.

Eine Zellzahlbestimmung erfolgte durch Ausplattieren von 100 pl einer Zellsuspension auf
Agarmedium (Doppelbestimmung). Zur Auswertung wurden nach der Bebriitung nur Platten
mit einer Zellzahl von 30 bis 300 KBE herangezogen. Bei unbekannten und hoheren
Zelldichten wurden zuvor Verdiinnungsreihen in 0,86%-iger NaCl-Losung hergestellt. Das
Ausplattieren erfolgte entweder mittels Drygalski-Spatel oder eines Spiralplaters (EddylJet 1.2

IUL Instruments, Konigswinter).

2.2.1.4 Letale und subletale Stressbehandlung

Die StreBexperimente wurden in fliissigem Ndhrmedium durchgefiihrt. Hierzu wurde eine
frische Ubernachtkultur von L. sanfranciscensis ca. 1%-ig in 30°C warmes mMRS Medium
tiberimpft. Das Einbringen von Sauerstoff wurde dabei mdglichst vermieden. Bis zum Beginn
der StreBbehandlung wurde die Kultur bei optimaler Wachstumstemperatur bebriitet. Falls
nicht anders angegeben begann die Stressbehandlung in der exponentiellen Wachstumsphase
bei einer optischen Dichte von ODsgy zwischen 0,4 und 0,6. Dazu wurden die Kulturen auf
Rohrchen verteilt und die Zellen mit moglichst geringer Umdrehungszahl pelletiert. Wahrend
die Kontrollkultur in temperiertem mMRS Medium vorsichtig resuspendiert wurde, erfolgte
bei den zu testenden Kulturen die Zugabe des jeweiligen Stress-Mediums (verschiedene

NaCl-Konzentrationen, vorgekiihltes oder vorgewdrmtes Medium,...). Die anschlieBende
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Bebriitung erfolgte dann unter den entsprechenden Stressbedingungen. Wihrend der
Bebriitung konnte dann die Wachstumsrate bestimmt werden. Auflerdem konnten nach
Inkubation fiir ein bis drei Stunden die Zellen zur Herstellung eines Proteinrohextraktes fiir

die Proteomanalyse geerntet werden.

2.2.1.4.1 Ermittlung der Stressbedingungen

Zur Ermittlung definierter, subletaler Stressbedingungen fiir L. sanfranciscensis wurden die
Wachstumsraten bei verschiedenen Stressbedingungen bestimmt und mit der Wachstumsrate
unter optimalen Bedingungen verglichen. Fiir alle Stressversuche wurden die Bedingungen
dann so gewdhlt, dass die Wachstumsrate unter Stress auf 10% der optimalen Wachstumsrate
reduziert ist. Auf diese Weise ist die Hohe der jeweiligen Stressbedingung fiir verschiedene
Stressarten identisch und kann miteinander verglichen werden. Kulturen, deren Stressantwort
mittels Kreuzresistenzversuchen, Proteomanalyse oder Promotorstudien untersucht wurden,
mussten daher unter den jeweils definierten, subletalen Stressbedingungen inkubiert werden.

Die letalen Stressparameter fiir die Versuche zur Entwicklung von Kreuzresistenzen wurden
anhand von Erfahrungswerten und durch weitere Versuche ermittelt. Hierbei wurde darauf
geachtet, dass die Stressintensititen nicht so hoch waren, dass alle Zellen (auch adaptierte
Zellen oder Zellen mit erworbener Kreuzresistenz) abgetotet wurden, gleichzeitig aber hoch
genug waren, dass Effekte erworbener Resistenzen oder verdnderter Sensitivitidten erkannt

werden konnten.

2.2.1.4.2 Untersuchte Stressarten
Temperatu rstress

Zur Festlegung der subletalen Stressbedingungen fiir Kilte und Hitze wurde eine exponentiell
wachsende 10 ml Kultur geteilt, und abzentrifugiert. Die einzelnen Zellpellets wurden in
unterschiedlich temperiertem mMRS Medium resuspendiert (10 ml) und bei den jeweiligen
Temperaturen weiter inkubiert. Durch Bestimmung der Wachstumsraten in Abhéngigkeit der
Temperatur des Mediums konnte durch Vergleich mit der optimalen Wachstumsrate der Wert
fiir die subletale Inkubationstemperatur (10% der optimalen Wachstumsrate bei 30°C)
bestimmt werden.

Fir die Festlegung letaler Temperaturen wurde die Prozedur leicht abgewandelt. Fiir
Hitzestress erfolgte die Ermittlung der letalen Temperaturen analog zur Festlegung der
subletalen Temperaturen. Obwohl bei Kiltestress die Zellen ab einer bestimmten Temperatur

das Wachstum zwar einstellen, findet keine Abtotung der Zellen statt. Da somit kein letaler
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Kiltestress moglich ist, wurden die Zellen in diesem Fall einem letalen Einfrier-Auftau-

Zyklus bei -20°C unterzogen.
Salzstress

Wie beim Temperaturstress wurde eine urspriingliche Ausgangskultur geteilt und
abzentrifugiert. Anstatt in verschieden temperierte Medien wurden die einzelnen Kulturen in
30°C vorgewidrmtes mMRS mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen resuspendiert und
weiter bei 30°C inkubiert. Es wurde die Salzkonzentration bestimmt, die die Wachstumsrate

auf 10% der optimalen Wachstumsrate reduziert, bzw. einen signifikant letalen Effekt besitzt.
Saurestress

Die Ermittlung der Parameter fiir den Sdurestress war identisch mit dem Verfahren zum
Salzstress. Anstelle des Mediums mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen wurde in diesem
Fall 30°C warmes Medium verwendet, dessen pH-Wert zuvor mit steriler HCl (0,1 N)
angeséuert und eingestellt wurde. Auch hier wurden die entsprechenden letalen und subletalen

Parameter ermittelt.
Hochdruckstress

Da bei der Anwendung von Hochdruck die Wachstumsrate einer Kultur aufgrund der
Kompressions- und Dekompressions-Phasen nicht wie bei den anderen Stressarten durch die
einfache aseptische Entnahme eines Aliquots und anschlieBender Messung der optischen
Dichte bestimmt werden konnte, musste in diesem Fall ein anderes Vorgehen gewdhlt
werden. FEine exponentiell wachsende Ausgangskultur wurde in 2 ml Plastikréhrchen
aufgeteilt und abzentrifugiert. Die Pellets wurden in vorgewéarmten (30°C) mMRS Medium
resuspendiert. Die Rohrchen wurden anschlieend mit Silikonstopfen verschlossen. Dabei
sollten Lufteinschliisse im Rohrchen vermieden werden. Zur Sicherheit wurden die Rohrchen
noch mit Parafilm umwickelt. Jeweils zwei Rohrchen wurden in einer bei 30°C temperierten
und mit Ol gefiillten Druckkammer versenkt. Zur Kontrolle wurde fiir jedes Réhrchen eine
gleich behandelte Probe in einem Wasserbad bei 30°C inkubiert. Fiir verschiedene
Druckhéhen von 20 MPa bis 300 MPa wurde jeweils eine spezifische Wachstumsrate
ermittelt. Dazu wurden bei einer bestimmten Druckhohe nach verschiedenen Druckhaltezeiten
immer die beiden Parallelansitze sowohl aus der Druckkammer, als auch aus dem Wasserbad
entnommen. Durch Bestimmung der optischen Dichte erfolgte die Bestimmung der
Wachstumsraten bei verschiedenen Driickhdhen. Somit konnten die subletalen und letalen

Druckparameter ermittelt werden. Die Zeit bis zum Erreichen der jeweiligen Driicke (Rampe)
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war dabei immer unabhdngig von der eingestellten Druckhdhe und betrug konstant

90 Sekunden.
Hungerstress

Um den Einfluss verbrauchter Néhrstoffe und die Anreicherung von Stoffwechselprodukten
im Medium zu untersuchen, wurden Experimente mit Zellen in der stationdren
Wachstumsphase (Hungerstress) durchgefiihrt. Um einen signifikanten Effekt erkennen zu
konnen, sollte die Zellsuspension dabei eine optische Dichte ODsop von mindestens 1,3

besitzen.

2.2.1.5 Messung von Adaptation und Kreuzresistenz

Der Einfluss subletaler Stressbehandlungen auf die Uberlebensrate wihrend einer
anschlieBenden Inkubation unter letalen Stressbedingungen wurde ebenfalls untersucht. Dabei
wurde zundchst eine Ausgangskultur geteilt und die Zellen der einzelnen Subkulturen wurden
bei niedriger Umdrehungszahl pelletiert. Danach wurden sie wie unter Punkt 2.2.1.4.2
beschrieben bei den verschiedenen subletalen Stressbedingungen inkubiert. Als Kontrolle
wurde eine Subkultur unter optimalen Bedingungen bei 30°C in mMRS Medium inkubiert.
Nach dieser Vorbehandlung wurde allen Kulturen ein Aliquot zur Keimzahlbestimmung
entnommen. AnschlieBend wurden die vorbehandelten Zellen und die Kontrollkulturen erneut
abzentrifugiert und in Medium, welches den entsprechenden, vorher bestimmten letalen
Bedingungen entspricht, resuspendiert. Nach einer weiteren Inkubation unter den letalen
Stressbedingungen wurden wiederum die Keimzahlen bestimmt. Durch Vergleich der
Keimzahlen vor und nach einer letalen Stressbehandlung konnte dann der Einfluss einer
Vorinkubation unter subletalen Stressparametern im Vergleich zu einer Kontrollkultur
festgestellt werden. Auf diese Weise konnte herausgefunden werden, ob eine Stressantwort
auf eine bestimmte subletale Stressart die Zellen von L. sanfranciscensis resistenter
gegeniiber letalen Stress der gleichen Art (Adaptation) oder einer anderen Art
(Kreuzresistenz) macht. Auch eine mogliche Zunahme der Sensitivitidt konnte so festgestellt

werden.
2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Herstellung von Proteinrohextrakten

PBS-Puffer: 1,44 g/L Na,HPOy,, 0,24 g/L KH,PO,; 0,20 g/L KCI; 8 g/L NaCl; pH 7,4
SDS-Puffer: 100 mM Tris-HCI; 1% (w/v) SDS
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Zur Herstellung von Proteinextrakten fiir die Analyse einer durch subletalen Stress
induzierten Stressantwort mittels 2D-Gelelektrophorese wurden die einzelnen Kulturen
(50 ml) nach Inkubation unter den entsprechenden Bedingungen (Stress und Kontrolle)
abzentrifugiert (5 min bei 8000 x g; 30°C) und zweimal mit 50 ml PBS-Puffer (30°C)
gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in 500 ul SDS-Puffer
resuspendiert und in ein 2 ml Eppendorfgefdl transferiert. Die Suspension wird auf Eis
gekiihlt. AnschlieBend erfolgte mittels Ultraschallbehandlung in drei Zyklen zu je 30 Pulsen
der Zellaufschluss (HD-70, Bandelin Electronics, Berlin; Einstellung: Cycle 30%, Power
90%). Um die Proben vor Erwidrmung zu schiitzen, wurden sie die ganze Zeit iiber in einem
eisgekiihlten Metallblock fixiert und zwischen den Zyklen Pausen von jeweils 60 s
eingehalten. Danach wurden die Zelltriimmer abzentrifugiert (30 min bei 14000 x g; 4°C), der

Uberstand wurde in ein neues Kryordhrchen transferiert und bei —76°C tiefgefroren.
2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.2.2.2.1 Coomassie Blue Protein Assay (Bradford, 1976)

Coomassie-Ldsung:Bio-Rad Protein Assay Stammldsung (BioRad, Miinchen)

Proteinstandard:  Verdunnungsreihe aus Rinderserumalbumin (BSA) (BioRad, Miinchen)

Die Proteinbestimmung wurde in dieser Arbeit grundsitzlich nach der Methode von Bradford
(1976) mit Rinderserumalbumin (BSA) als Referenzsubstanz durchgefiihrt. Die Methode
beruht dabei auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs in saurer
Losung von 465 nm auf 595 nm, die durch die Stabilisierung der anionischen Form des
Farbreagenz durch hydrophobe und ionische Interaktion nach der Zugabe von Proteinen
erfolgt. Der Farbstoff reagiert dabei hauptsidchlich mit Arginin-, Histidin-, Lysin-, Tyrosin-,
Tryptophan- und Phenylalaninresten (Stoschek 1990). Die Stammlosung wurde 1:5 mit
Aquagesr verdiinnt. 990 pul dieser Losung wurden mit 10 ul der Probe bzw. einer
Standardlosung versetzt und ca. 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde
die Extinktion bei 595 nm gegeniiber einem Blindwert (Losung + Aquagest) gemessen. Bei
Werten auflerhalb des linearen Mef3bereichs der BSA-Eichkurve mussten die Probenldsungen

mit Aquages entsprechend verdiinnt werden.

2.2.2.2.2 Photometrische Bestimmung

Aufgrund der Absorption von Proteinen bei 280 nm (Stoschek 1990) kann eine schnelle und
ungefdhre Bestimmung der Proteinkonzentration auch nach folgender Formel photometrisch

ermittelt werden:
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Proteinkonzentration [mg/ml] = 1,55 X A2gonm — 0,76 X A20 nm

Da Nukleinsduren nicht nur bei 260 nm, sondern zusétzlich auch bei 280 nm stark
absorbieren, muss zur genaueren Bestimmung von Zellrohextrakten, die neben Proteinen auch
DNA und RNA enthalten, zusitzlich die Absorption bei 260 nm bestimmt und der Wert
entsprechend korrigiert werden. Die Messung und Berechnung erfolgte bei Verwendung eines
GeneQuant Gerites (Pharmacia, Freiburg) in Kombination mit Quarzglas-Kiivetten in dieser

Arbeit automatisch.

2.2.2.2.3 Bestimmung mittels SDS-PAGE

Zur Abschitzung der Proteinkonzentration verschiedener Proteinrohextrakte fiir die
Proteomanalyse mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese, wurden die einzelnen
Rohextrakte auf einem eindimensionalen SDS-Gel nach Laemmli (1970) analysiert. Auf diese
Weise war es moglich zu {iberpriifen, ob in jeder Probe identische Gesamt-Proteinmengen
vorhanden sind. Dariiber hinaus diente die Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht in der eindimensionalen SDS-PAGE auch zur Analyse bei der heterologen
Proteinexpression. In der Regel wurden hierzu die Proteinmuster vor und nach der Induktion,
sowie einer Kontrolle des verwendeten Expressionsstammes ohne das heterologe Protein
miteinander verglichen.

Je nach GroBe der zu untersuchenden Proteine wurde die Acrylamidkonzentration im
Trenngel gewéhlt. Je kleiner die Proteine sind, desto hoher sollte die Konzentration an

Acrylamid sein. Fiir ein Standard-Minigel nach Laemmli (1970) wurde folgende Rezeptur

verwendet:

Sammelgel (4%): AQUageion 6,1 ml
1,5 M Tris*HCI, pH 8,8 2,5ml
25% (w/v) SDS-Losung 40 pl
Acrylamid/Bisacrylamid (29/1) 1,3 mi
10% Ammoniumpersulfat 50 pl
TEMED 5ul

Trenngel (12%): AQuageion 3,35 ml
1,5 M Tris*HCI, pH 8,8 2,50 ml
25% (w/v) SDS-Losung 40 pl
Acrylamid/Bisacrylamid (29/1) 4,0ml
10% Ammoniumpersulfat 50 pl
TEMED 5ul

Der Laufpuffer wurde als 5-faches Konzentrat mit folgender Zusammensetzung hergestellt:
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5x Laufpuffer: Tris*HCI 909¢g
Glycin 4329
SDS 309
Aquageion ad 600 ml, pH 8,3

Die Proteinextrakte wurden 1:5 in Probenpuffer folgender Zusammensetzung verdiinnt und

fur 10 min bei 95°C denaturiert:

Probenpuffer: 0,5 M Tris*HCI, pH 6,8 1,0 ml
87% Glycin 0,92 mi
25% (w/v) SDS-Losung 0,7 ml
2-Mercaptoethanol 0,4 ml
1% Bromphenolblau 0,4 ml
AQuageion 4,58 ml

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer ,,Mini-Protean III Electrophoresis Cell*
Gelkammer (BioRad, Miinchen) bei ca. 160V, 100 mA fiir ca. eine Stunde. Als
GroBenstandard diente der ,,Precision Plus Protein* Standard (BioRad, Miinchen).

Die Fiarbung der Gele erfolgte im Anschluss nach einer der im Kapitel 2.2.2.4 | Farben von

Polyacrylamid-Gelen* erwéhnten Methoden.

2.2.2.3 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die hochauflosende 2-D Gelelektrophorese ist eine effektive Methode zur Analyse einzelner
Proteine innerhalb komplexer Proteingemische. Die Auftrennung der Proteine in der ersten
Dimension mittels immobilisierter pH-Gradienten-Gele (IPG-Dalt, 18cm) erfolgte nach den
Methoden von Gorg et al. (1995, 1999, 2000). Dabei wurden die Proteine entsprechend ihrem
isoelektrischen Punkt (siehe 2.2.2.3.1) aufgetrennt. Nach der Aquilibrierung (siche 2.2.2.3.2)
erfolgte in der zweiten Dimension die Trennung der Proteine nach ihrer GroBe (siche
2.2.2.3.3). Es konnen unterschiedliche Bereiche des Proteoms (basisch-sauer; klein-grof3)
analysiert werden. Dazu stehen fiir die isoelektrischen Fokusierung Polyacrylamidstreifen mit
verschiedenen immobilisierten pH-Gradienten zur Verfiigung. Proteine wandern in der
Gelmatrix aufgrund des elektrischen Felds genau bis zu dem Punkt im pH-Gradienten, an dem
ihr isoelektrischer Punkt (pl) dem pH-Wert des Gels entspricht. In der zweiten Dimension
erfolgt die Auftrennung in Abhédngigkeit des Vernetzungsgrades des Polyacrylamidgels,

welcher direkt von der Konzentration an Acrylamid im Gel abhéngt.
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2.2.2.3.1 Isoelektrische Fokusierung (erste Dimension)

Quell-L6sung: 6 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
1% CHAPS
0,4% DTT
0,5% Pharmalyte 3-10

Inertes Ol: PlusOne Immobiline DryStrip Cover Fluid

Zur isoelektrischen Fokusierung wurden IPG-Streifen (Amersham Biosciences, Freiburg) mit
unterschiedlichen pH-Gradienten verwendet. Pro Versuchsreihe wurden 10 identische IPG-
Streifen eingesetzt. Die getrockneten Gele wurden zum Rehydrieren zunédchst im Immobiline
DryStrip Reswelling Tray liber Nacht mit der Gelseite nach unten auf 350 ul vorgelegte
Quelllésung aufgelegt, anschlieBend mit 1,5 ml inertem Ol iiberschichtet und iiber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Die gequollenen Streifen wurden mit Aquapigest gespiilt und auf
eine auf 20°C temperierte Kiihlplatte aufgelegt. Danach wurden die Probencups in der Néhe
der Anode wie vom Hersteller beschrieben angebracht. Die IPG-Streifen inklusive der

Probencups wurden abschlieBend mit Ol iiberschichtet.

Harnstoffpuffer: 7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 4% (w/v) CHAPS; 2% (w/v) DTT; 2% (v/v)
Pharmalyte 3-10, pH=9,5

Die wie unter Kapitel 2.2.2.1 beschrieben hergestellten Proteinkonzentrate wurden vor der
isoelektrischen Fokusierung 1:4 mit Harnstoffpuffer verdiinnt, um die SDS-Konzentration auf
maximal 0,25% zu verdiinnen. Danach wurden die Proben in die Probencups unter das Ol
pipettiert. Durch Anlegen des elektrischen Felds erfolgte der Start. Die Einstellung der
Parameter des elektrischen Felds erfolgte in Abhingigkeit vom verwendeten pH-Gradienten
bzw. von der Art der Untersuchung. Je nachdem ob es sich um ein analytisches Experiment
mit geringer Proteinkonzentration oder ein priparatives Experiment mit hdheren
Konzentrationen handelte, mussten unterschiedliche Spannungen, Stromstérken und Fokusier-
Zeiten gewidhlt werden (siehe Tabelle 2.6). Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die
IPG-Streifen bei -80°C eingefroren oder direkt fiir die anschlieBenden Analysenschritte in der

zweilten Dimension verwendet.
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Tabelle 2.6 Parameter fiir die isoelektrische Fokusierung (IEF) der IPG-Streifen (18cm)

Analytische IEF Spannung Stromstirke Leistung Zeit
150V 0,5A 50 W lh
300 V 0,5A 50 W lh
pH 3-10 600 V 0,5A 50 W 1h
1.500 V 0,5A 50 W
3500 V 05 A 50 W }32.000 Vh
150V 0,5A 50 W lh
300 V 0,5A 50 W 2'h
pH 4-7 600 V 0,5 A 50 W 2h
1.500 V 0,5A 50 W
3500 V 05 A 50 W }60.000 Vh
150V 0,5A 50 W lh
300 V 0,5A 50 W 3h
pH 5,5-6,7 600 V 0,5 A 50 W 1h
1.500 V 0,5A 50 W
3,500 V 05 A 50 W }84.000 Vh
Priparative IEF
50V 0,5A 50 W 10 h
300V 0,5A 50 W 2h
pH 4-7 600V 0,5A 50 W 2h
1500 V 0,5A 50 W 4h
3.500V 0,5A 50 W 18 h

2.2.2.3.2 Aqulibrierung

Nach der IEF bzw. vor der Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht miissen die

Proteine zur Kaschierung ihrer Eigenladung unter denaturierenden Bedingungen mit negativer

Ladung in Form von SDS-Molekiilen umgeben werden. Die Streifen wurden dazu 15 min in

einer denaturierenden Losung mit Dithiothreitol (DTT) unter leichtem Schwenken inkubiert

(Losung 1). Danach erfolgte eine Behandlung fiir 15 min in einer lodacetamid-haltigen

Losung, die eine Wiederherstellung von Cysteinbindungen verhindern sollte (Losung 2).

Aquilibrierungspuffer:

Aquilibrierungslésung 1:

Aquilibrierungslésung 2:

6 M Harnstoff
30 % Glycerol

2 % SDS

50 mM Tris*HCI, pH 8,8

Aquilibrierungspuffer

DTT

Aquilibrierungspuffer

lodacetamid

100 ml
19

100 ml
49
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2.2.2.3.3 Auftrenung nach Molekulargewicht (zweite Dimension)

Die bendtigten 1,5 mm dicken Polyacrylamidgele wurden mit Hilfe eines GelgieBstands
,Hoefer Dalt Gel Caster (Amersham Biosciences) nach Angaben des Herstellers und in
Abhingigkeit der Acrylamidkonzentration selbst hergestellt. Um Gelldung zu sparen, wurde

zum Ausfiillen von Totvolumina im Gelgief3stand eine Glycerinlosung verwendet. Wahrend

der Polymerisation fiir mindestens 12 h wurden die Gele mit Butanol iiberschichtet.

Glycerinlésung: Glycerin 87% 87 ml
Bromphenolblau 1mi
Aquadeion 62 ml

Pufferlésung: Tris 90,83 ¢
SDS 2,009

Puffer gesattigtes Butanol:

In 300 ml Aquaigest 16sen, pH 8,6 (HCI), filtrieren und auf 500 ml

auffillen.

20 ml Puffer mit 3 ml 2-Butanol ausschiitteln und 2-Butanol

abdekantieren

Gellosung (12%): Acrylamidldsung (29/1) 389,5 ml
Puffer 250 mi
Aquadeion 315 ml
Glycerin 50,09
TEMED 55 ul
Ammoniumpersulfat (10%) 7,0 ml

Die &quilibrierten IPG-Streifen wurden zusammen mit einem auf einem Filterpapier
aufgetragenen Protein-Grofenstandard (,,Precision Plus Protein®, BioRad) luftblasenfrei auf
je eines der Polyacrylamidgele der Grofe 20 x 23 cm gelegt und mit Bromphenolblau
versetzter Agarose fixiert. Die elektrophoretische Trennung erfolgte in einer
Vertikalapparatur ,,Hoefer DALT multiple Electrophoresis Tank* (Amersham Biosciences,
Freiburg). Der Tankpuffer wurde dabei stindig auf 15°C temperiert. Bis zum Einlaufen der
Proteine in das Gel wurden fiir eine Stunde 80 mA bei 200 V angelegt. Danach wurde die
Stromstirke auf 165mA bei 200V erhoht. Die Trennung lief solange bis die

Bromphenolblau-Front aus dem Gel austrat (ca. 16 h).

Tankpuffer: SDS 1999¢g
Glycin 29964
Tris 58 g
AQUageion 19,91

Agaroselésung: Agarose 250 mg
Tankpuffer 49 mi
Bromphenolblau 1ml
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Nach dem Lauf wurden die Gelkassetten gedffnet und die Gele je nach Verwendungszweck

den jeweiligen Farbungen unterzogen.

2.2.2.4 Firbung und Analyse von Polyacrylamidgelen

Je nach Verwendungszweck wurden die Proteine in den Polyacrylamidgelen mittels

verschiedener Farbemethoden sichtbar gemacht.

2.2.2.4.1 Silberfiarbung (Blum et al., 1987 modifiziert)

Die Silberfarbung ist eine der sensitivsten Methode zur Detektion von Proteinen in
Polyacrylamidgelen (Nachweis von Proteinspots bis zu einer Menge von 1ng) und eignet sich
daher besonders gut fiir die Proteomanalyse komplexer Proteingemische mittels
hochauflosender 2D-Gelelektrophorese. Aufgrund der Abhingigkeit der Farbintensitit von
der Dauer der Entwicklung ist bei dieser Methode eine gewisse Erfahrung nétig, um eine
,.Uberfirbung* der Gele zu vermeiden. Die quantitative Analyse erfolgte in dieser Arbeit
daher nicht nur iiber die Spotintensitit, sondern auch iiber die Spotfliche und wurde immer
auf ein Referenzgel (Kontrolle) des gleichen Experiments bezogen. Ein Nachteil der
Silberfarbung ist, dass sie nur fiir analytische, nicht aber fiir pridparative Zwecke geeignet ist.
Die Proteine konnen nach der Silberfirbung nicht mehr fiir eine klassische
Proteinsequenzierung verwendet werden.

Fiir die Farbung ist zu beachten, dass nur frisch zubereitete Losungen verwendet werden. Als

Grundlage diente in allen Féllen Aquapigest.

Fixierlosung: 40% Ethanol (v/v), 10% Essigséaure (v/v)
Thiosulfatreagenz: 0,02% (w/v) Natriumthiosulfat
Silbernitratreagenz: 0,2% (w/v) Silbernitrat (Merck, Darmstadt)

0,02% (v/v) Formaldehyd (37%)
Entwickler: 3% (w/v) Natriumcarbonat

0,05% (v/v) Formaldehyd (37%)
0,0005% (w/v) Natriumthiosulfat

Stopreagenz: 0,5% (w/v) Glycin

Schrumpflésung: 30% Ethanol
12% (w/v) Glycerin

Entscheidend ist eine korrekte Entwicklungszeit. Dieser Schritt sollte stindig optisch verfolgt

werden, um die Reaktion rechtzeitig stoppen zu kdnnen. Ein rasches Arbeiten vor allem bei
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den Wasch- und Stop-Schritten ist ebenso unerldsslich. Folgendes Protokoll wurde fiir die

Féarbung verwendet.

Fixieren: 3 Stunden

Waschen: 3 x 20 Minuten
Sensibilisieren: 1 Minute (Thiosulfat)
Waschen: 3 x 20 Sekunden
Silbern: 20 Minuten
Waschen: 2 x 20 Sekunden
Entwickeln: ca. 5 Minuten (Prozess genau verfolgen!)
Waschen: 1 x 20 Sekunden
Stopreagenz: 5 Minuten

Waschen. 3 x 10 Minuten
Schrumpfen: tiber Nacht

Die Gele wurden eingescannt und digitalisiert. Zur weiteren Konservierung wurden sie
danach feucht in eine Klarsichtfolie eingeschweifit. Die Gele durchliefen zunichst eine
visuelle Qualitdtskontrolle. Danach wurden die Daten vergleichbarer Gele mittels der
Software Image Master II (Amersham Biosciences, Freiburg) analysiert und die einzelnen

Proteinspots quantifiziert.

2.2.2.4.2 Farbung mit Roti-Blue®

Roti-Blue Gebrauchslésung: 60 ml Aguapigest
20 ml Methanol
20 ml Roti-Blue 5x-Konzentrat

Die Gele, aus denen Proteine fiir priparative Zwecke isoliert werden sollten, wurden {iber
Nacht in einer, den Herstellangaben entsprechend verdiinnten Losung aus Roti-Blue (Carl-
Roth) bei Raumtemperatur gefarbt. Eine Entfarbung war bei diesem Verfahren nicht nétig, so
dass das Gel nur kurz mit Aquapigest abgewaschen werden musste. Da im Anschluss an diese
Féarbung im Allgemeinen eine Proteinanalyse durchgefiihrt wird, ist penibel auf eine saubere
Arbeitsweise und reine Materialien und Gerdte zu achten. Nur so konnen storende

Kontaminationen mit Keratin und Proteasen verhindert werden.

2.2.2.4.3 Farbung mit Coomassie-Blau

Coomassie-Farbelosung: 0,25 g/l Coomassie Brilliant Blue R250
10% (v/v) Essigsaure
50% (v/v) Ethanol.

Coomassie-Entfarbelésung: 10% (v/v) Essigsaure
50% (v/v) Ethanol in Aquapigest
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Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R250 (BioRad) farbt unspezifisch Proteine blau an.
Polyacrylamidgele wurden ca. 30 min in Coomassie-Féarbelosung unter leichter Erwdrmung
gefarbt und anschlieBend in Entfarbelosung bei Raumtemperatur solange inkubiert, bis der
Hintergrund wieder entfarbt und die Proteine gut zu erkennen waren. Im Anschluss wurden

die Gele eingescannt und digitalisiert.

2.2.2.5 Proteinsequenzierung

Da das Genom von L. sanfranciscensis zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht vollstindig
bekannt war, wurde fiir die Identifizierung eines Proteins die Aminosduresequenz eines
internen Peptidfragments bendtigt. Die Bestimmung der Massespektren tryptisch verdauter
Proteine mittels Maldi-TOF MS wurde in dieser Arbeit zwar durchgefiihrt, eine
Identifizierung der Proteine war aufgrund der fehlenden Genominformationen fiir
L. sanfranciscensis allerdings nicht mdglich. Die Arbeiten zur Proteinsequenzierung wurden
daher an externe Labors vergeben.

Die internen Sequenzierungen einiger elektrophoretisch getrennter Proteinspots wurden von
der Firma TopLab (Miinchen) durchgefiihrt. Dazu wurde eine enzymatische Spaltung der aus
dem Gel isolierten Proteine mit den Proteasen Trypsin, Lys-C oder Asp-N durchgefiihrt. Die
einzelnen Peptide wurden iiber Kapillar-HPLC-Siule (Vydac RP18, LC Packings) getrennt.
Nach Priifung der gesammelten Fraktionen mittels MALDI-TOF MS wurden fiir die
Sequenzierung geeignete Peptide mittels N-terminaler Sequenzierung nach der klassischen
Methode des Edman-Abbaus mit Modifikationen von Hunkapiller etal. (1983) analysiert.
Dazu wurde ein Aminosduresequencer Procise 492 mit online PTH Analyser 140 C und UV
Detektor 785 A (Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet.

Die meisten Proteinspots wurden in Kooperation mit Herrn Dr. Lars Israel vom Zentrallabor
fiir Proteinanalytik der Medizinischen Fakultit der LMU Miinchen analysiert. Einzelne
Peptide der zuvor tryptisch verdauten Proteine wurden dazu mittels HPLC aufgetrennt und
danach in einem QSTAR®XL Massenspektrometer (Applied Biosystems, Weiterstadt) mittels
nano-ESI-LC-MS/MS analysiert. Die Auswertung der resultierenden Spektren mit der
Software Mascot'™ (Matrix Science) ergab pro Proteinspot mehrere Datenbanktreffer mit
verschieden hohen Wahrscheinlichkeiten. Bei der Auswahl der Ergebnisse wurde neben der
Wahrscheinlichkeit auch auf die Qualitit der einzelnen Spektren geachtet, sowie die
Ubereinstimmung von molekularem Gewicht und isoelektrischem Punkt zwischen den
Proteinen auf den 2D-Gelen und den homologen Proteinen aus den Datenbanken

beriicksichtigt.
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2.2.2.6 Nachweis von a-Galactosidase

Der Nachweis von o-Galactosidase wurde analog dem B-Galactosidase Test aus E. coli
durchgefiihrt (Miller 1972).

Der qualitative Nachweis erfolgte durch Zugabe von X-a-Gal in die Agarplatten. Bakterien,
die a-Galactosidase Aktivitét besitzen, konnten an einer Blaufiarbung detektiert werden (Blau-
Weiss-Screening).

Der quantitative Nachweis erfolgte leicht abgewandelt in Anlehnung an Miller (1972) mit
dem chromogenen Substrat a-PNPG. Die optimalen Versuchsbedingungen werden in Kapitel
3.6.1 beschrieben. 10 ml einer Kultur wurden mittels Zentrifugation geerntet und zweimal mit
kaltem Mcllvaine Puffer (pH 5,3) gewaschen. Das Zellpellet wurde in 0,5 ml kaltem Puffer
resuspendiert. Die Zellen wurden daraufhin auf Eis filir insgesamt 30 s mittels Ultraschall
(UW2070 Ultrasonication Processor, Bandelin) aufgeschlossen. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration nach Bradford (1976) mittels Messung der optischen Dichte bei 600 nm
wurden zu 50 ul Losung des Rohextraktes 25 ul a-PNPG (4 mg/ml in Mcllvaine Puffer)
hinzugegeben und kurz gevortext. Die Mischung wurde fiir eine festgelegte Zeit oder bis zur
Entwicklung einer leichten Gelbfiarbung bei 32°C inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch
Zugabe von 925 ul Na,CO; gestoppt. AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz zentrifugiert
und die optische Dichte des klaren Uberstands bei 420 nm und 550 nm bestimmt. Die
Aktivitit wurde gemiB unten stehender Formel berechnet und in Miller Units (MU)
dargestellt:

Aktivitédt in Miller Units = [ODu4zp — (1,75 X ODss0)] / ODgoo X min] X V[ml]

2.2.2.7 Uberexpression rekombinanter Proteine

PBS-Puffer: 1,44 g/l Na,HPO,
0,24 g/l KH,PO,
0,20 g/l KCI
8,00 g/l NaCl, pH 7,4

In dieser Arbeit wurde die Expression heterologer Proteine in E. coli je nach Art des
verwendeten Expressionssystems entweder mit Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG) fiir den lac-
Promotor oder mit Arabinose fiir den araBAD-Promotor induziert. Dazu wurde aus einer
entsprechenden Ubernachtkultur eine frische Tageskultur angeimpft (0,1%) und bis zu einer
ODgoo = 0,3 bis 0,5 bei optimalen Bedingungen und unter starkem Schiitteln inkubiert. Nach
Induktion wurde die Kultur weiter inkubiert und schlieBlich durch schnelles Abkiihlen auf Eis



Material und Methoden 43

und anschlieBende Zentrifugation geerntet. Die Zellen wurden in PBS-Puffer gewaschen,
anschlieBend darin resuspendiert und mittels mehrerer Zyklen (je 30 s) unter Ultraschall
aufgeschlossen (Cycle 30%, Power 90%; HD-70 Ultrasonication Processor, Bandelin). Die
Entstehung von Warme musste dabei so gut wie moglich vermieden werden. Aus diesem
Grund erfolgte der Aufschluss auf Eis mit mehreren Pausen zur Abkiihlung. Danach wurden
durch Zentrifugation fiir 45 min bei 4°C und 14000 g feste Zellreste und unldsliche Partikel
abgetrennt. Der Uberstand mit dem geldsten Proteinanteil wurde entweder direkt
weiterverarbeitet oder bei -20°C gelagert.

Der fiir eine erfolgreiche Proteinexpression optimale Zeitpunkt fiir die Induktion (entspricht
der Wachstumsphase der Kultur), sowie die optimalen Inkubationsbedingungen (Temperatur,
Sauerstoffeintrag), die optimale Konzentration des Induktors und die optimale
Inkubationsdauer nach der Induktion variieren zum Teil sehr stark und hingen sowohl vom
verwendeten Expressionssystem (Expressionsvektor und —stamm), als auch vom jeweiligen
heterologen Protein ab. Aus diesem Grund wurden in allen Féllen Vorversuche durchgefiihrt,
um eine optimale Expressionsrate zu erzielen und eine Bildung von so genannten ,,Inclusion

Bodies‘ zu verhindern.

2.2.2.8 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Bindepuffer A, pH 8.0 50 mM K2HPO4 x 3H20
10% Glycerin
100 mM NacCl
0.05% n-Dodecyl-3-D-Maltosid (DDM)
10 mM Imidazol

Elutionspuffer B, pH 7.0 50 mM K2HPO4 x 3H20
10% Glycerin
100 mM NacCl
0.05% n-Dodecyl-3-D-Maltosid (DDM)
300 mM Imidazol

Die Aufreinigung von rekombinanten und mit einem Polyhistidin-Ende (His-tag)
modifizierten Proteinen erfolgte mittels Metallchelat-Affinititschromatographie unter
Verwendung von Ni*™ als Bindungspartner. Dazu wurde die FPLC Anlage ,,Biologic HR
Chromatography System‘ (BioRad Laboratories, Hercules, USA) in Kombination mit 5 ml
,HiTrap Chelating HP* Sdulen (Amersham Biosciences, Freiburg) und einer 5 ml Injektions-
Schlaufe verwendet.

Zum Vorbereiten und Beladen des Sdulenmaterials mit Nickel-lonen wurde die Sédule mit

einer 0.1 M Nickel(IT)-sulfat-Hexahydrat Losung (Merck, Darmstadt) gespiilt.
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Vorbereitung: Schritt Medium Flussrate Zeit
Waschen AQUabigest 5 ml/min 1,5 min
Beladen 0.1 M NiSO, 5 ml/min 1,5 min
Waschen AQUapigest 5 ml/min 1,5 min

Vor der eigentlichen Chromatographie musste die Sdule mit Bindepuffer A &dquilibriert
werden. Danach konnte der durch Zentrifugation von Partikel befreite Proteinextrakt iiber die
Sdule gegeben werden. AnschlieBend wurde mit Bindepuffer A gewaschen, um unspezifisch
gebundene Proteine zu entfernen. Proteine mit His-tag binden spezifisch an die Ni*" beladene
Séule und werden erst durch eine erhdhte Konzentration an Imidazol im Elutionspuffer B
verdriangt. Die Elution mit einem linear steigenden Gradienten bewirkt, dass jedes spezifische
Protein bei einer bestimmten Konzentration an Imidazol von der Sdule verdriangt wird und
somit in einzelnen Fraktionen gesammelt werden kann. Die verschiedenen Fraktionen kdnnen

im Anschluss daran mittels SDS-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.2.2.3) analysiert werden.

Chromatographie: Schritt Medium Flussrate Zeit

Aquilibrieren Puffer A 5 ml/min 10 min
Probeninjektion Puffer A 2 ml/min 4 min
Waschen Puffer A 4 ml/min 9 min
Eluieren Puffer A 100% =>0% 2 ml/min 5 min
(linearer Gradient) Puffer B 0% => 100%
Waschen Puffer B 2 ml/min 5 min
Aquilibrieren Puffer A 0% =>100% 5 ml/min 10 min
(linearer Gradient) Puffer B 100% => 0%

Puffer A 2 ml/min 5 min

Am Ende wurden die Sdulen fiir 10 min mit Aquapigest gespiilt (5 ml/min) und anschlieBend
mit Ethanol 20% beschickt und bei Raumtemperatur gelagert. Auf diese Weise soll ein
Aussalzen verhindert werden.

Die Aufreinigung von Proteinen mit einem Glutathion-S-Transferase-tag erfolgte mit
speziellen Sdulen nach vergleichbarem Prinzip gemi3 dem vom Hersteller empfohlenen

Protokoll.
2.2.2.9 Nachweis bestimmter Enzymaktivititen

Nachweis von Ribokinase-Aktivitat

Fiir den semi-quantitativen Nachweis der Ribokinase-Aktivitit wurde ein pH-Wert abhidngiger
photometrischer Nachweis in Wasser gewiahlt (modifiziert nach Andersson 2004). Da bei der

Reaktion von Ribose mit ATP zu Ribose-5-P und ADP ein H' freigesetzt wird, findet eine
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Ansduerung des Mediums statt. Durch Anderung der Farbe des pH-Indikators Phenolrot und
somit durch eine Absorptionsinderung bei 448 nm kann die Enzymaktivitit in Abhéngigkeit
der Zeit gemessen werden. Nach Zusammensetzung des Reaktionspuffers (140 mM KCI,
10 mM Mg,Cl, SmM ATP, Phenolrot) und Zugabe verschiedener Konzentrationen der
Enzymlosung wurde direkt in der Reaktionskiivette mit NaOH der pH-Wert auf ca. 7,6
eingestellt. Die eigentliche Enzymreaktion wurde dann durch Zugabe der Ribose (5 mM) als
Substrat gestartet.

Zusétzlich wurde ein qualitativer, chromatographischer Nachweis mittels HPLC-Analyse
durchgefiihrt, der die Phosphorylierung von Ribose zu Ribose-5-P nachweisen sollte (siche

,»Nachweis von Ribose-5-P-Isomerase-Aktivitit®).

Nachweis von Ribose-5-P-lIsomerase-Aktivitat

Da fiir die Messung der Ribose-5-P-Isomerase (Rpi) Aktivitit keine geeignete quantitative
Nachweismethode zur Verfiigung stand, wurde hier nur der qualitative, chromatographische
Nachweis mittels HPLC-Analyse durchgefiihrt. Dabei sollte versucht werden neben der
Ribokinase-Aktivitit die weitere Isomerisierung der Ribose-5-P zu Ribulose-5-P durch die
Ribose-5-P-Isomerase nachzuweisen. Die einzelnen Zucker (Ribose, Ribose-5-P und
Ribulose-5-P) wurden dazu als Standardsubstanzen gekauft und auf einer AminoPac PA10
Sdule (2 x 250 mm) (Dionex, Sunnyvale, USA) aufgetrennt. Folgende Eluierlosungen
wurden dazu verwendet: Deionisiertes Wasser (A), NaOH 250 mM (B) und Natriumacetat
1 M (C). Die Flussrate betrug 0,25 ml/min und die Sdulentemperatur lag bei 30°C. Folgender
Gradient wurde zur Trennung der Zucker eingestellt: 0 und 16 min: 80% A und 20% C; 32
und 40 min: 80% B, 20% C. Zum Entgasen der Proben wurde Helium verwendet. Zur
Detektion kam ein RI-Detektor (Gynkotek, Germering) zum Einsatz. Vorversuche wurden mit
einer reinen, 1:1000 verdiinnten Riboselosung (100 mM  Ausgangskonzentration)
durchgefiihrt. Diese Substanz ergab dabei einen eindeutigen Peak nach ca. 11 min (vgl.
Kapitel 3.5.1). Es konnte gezeigt werden, dass der Zusatz der benétigten Puffersubstanzen
(KC1, Mg,Cl, ATP), sowie des inaktivierten Enzyms zu keiner signifikanten Verdnderung der
Elutionszeit fithrt (vgl. Kapitel 3.5.1). Die anderen Zucker- und Probenlésungen wurden

analog analysiert.

Nachweis der ClpL-Protease-Aktivitat

Zum Nachweis der ClpL Protease (Caseinolytic protease) Aktivitdt sollte gezeigt werden, dass
Casein in Gegenwart von ATP (10 mM) und des gereinigten Enzyms (verschiedene

Konzentrationen) in PBS-Puffer (siehe 2.2.2.1) abgebaut werden kann. Dazu wurden zwei
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Ansétze mit intaktem, bzw. als Negativkontrolle mit hitzedenaturiertem (10 min 85°C) Protein
hergestellt. Nach vier Stunden Inkubation bei 30°C wurden die Ansétze in einem SDS-Gel

aufgetrennt und analysiert.
2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung chromosomaler DNA aus Milchsiurebakterien

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer): 10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA, pH 8,0
Lysozym-L6sung: 100 mg/ml Lysozym (Roche, Mannheim)
in Tris-EDTA-Puffer, pH 8,0
SDS-Ldsung: 25% (w/v) Natriumdodecylsulfat (nicht autoklaviert)
NaCl-Losung: 5 M NaCl
Tris-Puffer: 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5

Standard-Saline-Citrat (1xSSC): 0,150 M NaCl
0,015 M Trinatriumcitrat-Dihydrat, pH 7,0

Natriumacetat-EDTA-Ldsung: 3 M Natriumacetat

0,01 M EDTA, pH 7,0
Ribonuklease A-Ldsung: 0,5 mg/ml RNase A (Merck, Darmstadt) in 2xSSC, pH 7,5
Proteinase K-Losung: 10 mg/ml Proteinase K (Roche, Mannheim)

1000 ml einer exponentiell wachsenden Kultur wurden geerntet (10 min bei 5000g, 4°C). Die
Zellen wurden anschlieBend zweimal in Tris-Puffer gewaschen und nach erneuter
Zentrifugation in ca. 10 ml TE-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 0,1 ml Lysozym-
Losung pro 10 ml Zellsuspension wurde der Ansatz fiir ca. 30 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte zur Vervollstindigung der Lyse die Zugabe einer SDS-Lsung bis zu
einer Endkonzentration von 2%. Der Ansatz wurde zur Inaktivierung von DNasen und zur
weiteren Lyse flir 10 min auf 65°C erhitzt und danach auf Eis abgekiihlt. Durch Zugabe der
5 M NaCl-Losung bis zu einer Endkonzentration von 1 M NaCl wurden enthaltene Proteine
gefillt. Nach Inkubation fiir 60 min auf Eis wurde der Ansatz zentrifugiert (30 min, 50009).
Der Uberstand wurde in ein frisches GefdB transferiert, mit 500 ul RNase A Losung versetzt
und fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden durch Zugabe von 1 ml
Proteinase K Losung und Inkubation fiir 60 bis 120 min bei 55°C restliche Proteine abgebaut.
Zur weiteren Aufreinigung wurde die Losung mit dem gleichen Volumen einer Mischung aus
gleichen Teilen Phenol und Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) gemischt und nach Inkubation

fiir 20 min bei Raumtemperatur zur Phasentrennung 20 min bei 50009 zentrifugiert. Die
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obere, wissrige Phase wurde einer weiteren Extraktion mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1)
unterzogen. Im Anschluss daran wurde die DNA in der wissrigen Phase durch Zugabe von
1/9 Volumenanteil der Natriumacetat-EDTA-LSsung und dem 2,5 fache Volumen an Ethanol
(100%) durch vorsichtiges Schwenken gefillt. Die DNA konnte dann mit einem Glasstab
aufgewickelt werden. Durch leichtes Schwenken in 75% Ethanol erfolgte eine Entsalzung und

nach Trocknung konnte die DNA schlieBlich in LiChrosolv®-Wasser aufgenommen werden.

2.2.3.2 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem E.Z.N.A Plasmid Mini Kit
(Peqlab, Erlangen) oder dem Qiagen Plasmid Mini oder Midi Kit (Qiagen, Hilden). Dabei
wurde nach den Angaben der Hersteller verfahren. Zur Isolierung von Plasmid DNA aus
Laktobacillen wurde zum Resuspendierungspuffer zusitzlich eine Spatelspitze Lysozym
gegeben und der Ansatz fiir 45 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde im Protokoll mit
Zugabe des SDS-Puffers fortgefahren.

2.2.3.3 Isolierung der Gesamt-RNA aus Bakterien

Bei Arbeiten mit bakterieller RNA ist auf grofite Sorgfalt zu achten, um eine Kontamination
mit allgegenwertigen RNasen zu vermeiden. Alle Gerdte wurden mehrfach autoklaviert, alle
verwendeten Losungen wurden zur Inaktivierung von RNasen mit DEPC
(Diethylpyrocarbonat) behandeltem Wasser (0,1%) hergestellt (12 h bei 30°C inkubieren und
danach autoklavieren). Zusétzlich wurde bei der Isolierung von RNA zum Schutz vor RNasen

,Bacteria Reagent RNAprotect "

(Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Die Isolierung selbst erfolgte mit Hilfe des RNeasy” Mini oder Midi Kits (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers.

Bei der Isolierung von RNA aus L. sanfranciscensis wurde bei Verwendung des RNeasy™
Mini-Kits 0,5 ml einer Kultur mit ODggonm von ca. 0,4 eingesetzt. Auch hier wurden wie bei
der Isolierung von DNA zur Unterstiitzung der Lyse die Zellen in 100 pul TE-Puffer mit

10 mg/ml Lysozym resuspendiert und fiir 10 min bei 37°C inkubiert.

2.2.3.4 Konzentrationsbestimmung und Analyse von DNA und RNA Lésungen

Die Konzentration und Reinheit von DNA und RNA kann spektralphotometrisch oder
gelelektrophoretisch untersucht werden.

Die photometrische Bestimmung wurde im GeneQuant (Pharmacia, Freiburg) durch Messung
bei 230 nm, 260 nm und 280 nm gegen die jeweilige Referenz (Wasser bzw. Puffer ohne

RNA bzw. DNA) durchgefiihrt. Bei doppel- bzw. einzelstrdngigen Nukleinsduren entspricht
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eine ODygonm von 1 einer Konzentration von 50 bzw. 40 pg/ml. Verunreinigungen mit
Proteinen bzw. Polysacchariden werden bei 280 nm bzw. bei 230 nm nachgewiesen.
Gereinigte Nukleinsdurelosungen sollte ein Absorptionsverhdltnis von OD2gpnm/OD2gonm von
1,8 bis 2,2 besitzen.

Durch elektrophoretische Auftrennung von RNA bzw. DNA im Agarosegel und
anschlieBender Féarbung im Ethidiumbromid-Bad kann mit Hilfe einer definierten Menge
eines GroBenstandards (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker, Hybaid-AGS, Heidelberg) die
ungefdhre Konzentration der Probe bestimmt werden. Dariiber hinaus konnen

Verunreinigungen durch unterschiedlich grole DNA und RNA Fragmente detektiert werden.

2.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

TBE-Puffer pH 8,2 (20-fach konzentriert) 890 mM Tris (Base)
890 mM Borsaure
20 mM EDTA

TAE-Puffer pH 8,2 (50-fach konzentriert) 2 M Tris (Base)
1 M Essigsaure
0,1 M EDTA

Probenauftragspuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau
20% (w/v) Saccharose

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse und Reinigung von DNA und
RNA verwendet. Agarose wurde dazu in 0,5 x TBE-Puffer (analytisch) bzw. in 1 x TAE-
Puffer (préparativ) bis zum vollstindigen Losen gekocht und nach Abkiihlen auf ca. 50°C in
den Geltrager gegossen und ein Probenauftragskamm eingesetzt. Je nach Grofe der zu
trennenden Nukleinsduren wurden Gele mit einer Konzentration von 0,8 bis 1,6% Agarose
hergestellt. Der jeweils verwendete Puffer wurde auch fiir die eigentliche Elektrophorese
benutzt. Je nach GroBe des Gels wurde dazu eine Spannung von 90 V (14 x 11 cm) bzw.
180 V (26 x 20 cm) angelegt. Die zu trennenden Losungen wurden vor dem Start mit ca. 5%
Probenpuffer versetzt und in die Taschen pippettiert.

Zum Fiérben wurden die Gele fiir ca. 10 min in einer Ethidiumbromid-Losung (1 pg/ml;
Gibco BRL) inkubiert. Durch Einlagerung des fluoreszierenden Farbstoffs werden
Nukleinsduren auf einem Transilluminator unter UV-Licht bei 320 nm sichtbar. Analytische
Gele wurden fotografiert und in digitalisierter Form gespeichert. Bei prédparativen Gelen
wurden die entsprechenden Fragmente ausgeschnitten, mit dem QIAquick Gel-Extraction-Kit
(Qiagen, Hilden) gemiB den Angaben des Herstellers isoliert und in einem geeigneten

Volumen an Wasser eluiert.
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2.2.3.6 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA

Zur Entsalzung, Reinigung und Aufkonzentrierung von DNA wurde der Ansatz mit
0,11 Volumen Natriumacetat vermischt und im 2,56-fachen Volumen 100% Ethanol gefillt.
Plasmide und DNA-Fragmente wurden fiir mindestens 1 h bei 4°C inkubiert, abzentrifugiert
(1 h bei 12000 g; 4°C), zweimal mit Ethanol 75% gewaschen, getrocknet und in LiChrosolv®
Wasser resuspendiert.

Alternativ zur Fillung wurde vor allem bei PCR-Produkten, Restriktions- und
Ligationsansétzen vor der Sequenzierung oder Weiterverarbeitung eine Aufreinigung mittels
PCR-Purification-Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Das Prinzip beruht dabei auf der
Bindung der DNA an eine Silica-Membran in Gegenwart von Hochsalzpuffern. Nachdem die
Verunreinigungen ausgewaschen sind, kann die gebundene DNA in der gewiinschten Menge

Wasser eluiert werden.
2.2.3.7 DNA-Modifikationen

Restriktion

Typ II Restriktionsendonukleasen schneiden doppelstrangige DNA an spezifischen 4 bis 8 bp
langen Erkennungsstellen und erzeugen dabei iiberhingende (,,sticky ends®) oder stumpfe
(,,blund ends*) Enden. Die Restriktionen wurden nach Angaben des jeweiligen Herstellers bei
optimalen Temperaturen und optimalen Pufferbedingungen in einem Volumen von 20 bis

100 pl angesetzt.

Dephosphorylierung

Um die Effizienz der Ligation zwischen Vektor und Insert zu erhohen, wird bei Plasmiden,
die nur mit einem Restriktionsenzym linearisiert wurden, das 5’-Ende mittels SAP (shrimp
alkaline phosphatase, MBI Fermentas) dephosphoryliert. Eine Religation des Vektors wird so
verhindert. Dazu wurden 100 pl des Restriktionsverdaus mit ca. 5 Units SAP fiir ca. 1 h bei
37°C inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung fiir 10 min bei 65°C wurde der Ansatz gereinigt.

Ligation

In der Regel werden Liagtionen in einem Volumen von 10 bis 20 ul und einem ca. dreifach
molaren Uberschuss an Insert-DNA angesetzt. Pro 10 ul wurde 1 U T4-DNA-Ligase, 1 pl des
entsprechenden 10 x Puffers inklusive der jeweiligen Mengen an ATP und DTT
(1 bis 10 mM) (New England Biolabs; MBI Fermentas) verwendet. Die Ligation wurde iiber
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Nacht in einem schmelzenden Eisbad inkubiert (Gradient von ca. 4°C bis 20°C). Nach

Hitzeinaktivierung fiir 10 min bei 65°C wird erfolgte eine Aufreinigung des Ansatzes.
2.2.3.8 Transformation von Bakterien

2.2.3.8.1 Herstellen kompetenter Zellen

In Abhéngigkeit des Verfahrens fiir die Transformation (Elektroporation fiir
L. sanfranciscensis und E.coli oder Hitzeschock fiir E.coli) mussten die Zellen
unterschiedlich vorbereitet werden.

In allen Fillen war darauf zu achten, dass die Zellen wihrend der gesamten Aufbereitung
gekiihlt werden (4°C) und auch nur mit vorgekiihlten Losungen behandelt werden. Aus einer
frischen Ubernachtkultur wurde eine Fliissigkultur 0,5%-ig angeimpft und bis zu einer
optischen Dichte ODggo 0,4 bis 0,5 unter optimalen Wachstumsbedingungen inkubiert (fiir
L. sanfranciscensis unter anaeroben Bedingungen in mMRS-Medium, fiir E. coli unter
aeroben Bedingungen in LB-Medium). Die Zellen wurden nach der Inkubation mdoglichst
schnell auf Eis abgekiihlt und anschlieBend mittels Zentrifugation geerntet. Die
anschlieBenden Waschschritte variierten je nach Transformationsmethode. Fiir die
Elektroporation wurden die Zellen zweimal im gleichen und einmal im halben Volumen
Aquapigest gewaschen und schlieBlich in einer geeigneten Menge 30% (v/v) Glyzerin
resuspendiert. Fiir die Methode mit Hitzeschock wurden die Zellen anstelle mit Wasser mit
100 mM MgCl, gewaschen. Danach wurden die Zellen in 100 mM CacCl, aufgenommen und
fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Sedimentation wurden die Zellen in 50 mM CaCl,
und 30% (v/v) Glyzerin resuspendiert. In beiden Féllen wurden die Zellen entweder frisch zur
Transformation verwendet oder Aliquots zu je 100 ul in 1,5 ml Reaktionsgefafle transferiert,

in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -76°C gelagert.

2.2.3.8.2 Elektroporation

100 ul der Zellen wurden in einer vorgekiihlten Elektroporationskiivetten (2 mm
Elektrodenabstand; BioRad, Miinchen) mit 0,5 bis 5 ul der Plasmidlosung bzw. des
Ligationsansatzes vorsichtig gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die
Elektroporation mit dem ,,Gene-Pulser* und dem ,,Pulse-Controller* (BioRad, Miinchen). Fiir
E. coli wurden folgende Parameter gewahlt: 200 Q, 2,5 kV, 25 uF. Fiir L. sanfranciscensis
waren die Einstellungen wie folgt: 1000 Q, 1,2 kV, 25 pF. Direkt nach der Elektroporation
wurde 1 ml SOC-Medium (fiir E. coli) bzw. mMRS-Medium (fiir L. sanfranciscensis) zu den

Zellen transferiert und der Ansatz zur phénotypischen Expression bei optimalen Bedingungen



Material und Methoden 51

inkubiert (ca. 1h fiir E. coli bzw. 3h fiir L. sanfranciscensis). Danach wurden je 100 ul auf
feste Ndhrmedien mit den entsprechenden Zusidtzen an Antibiotika ausplattiert, die Platten
kurz getrocknet und anschlieBend unter optimalen Bedingungen inkubiert. Zellen, die ein

Plasmid aufgenommen haben, konnten auf diesen Ndahrmedien nachgewiesen werden.

2.2.3.8.3 Transformation mit Hitzeschock

100 ul der E.coli Zellen wurden mit 0,5 bis 5pul der Plasmidlosung bzw. des
Ligationsansatzes gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz
fiir 90 s in einem Wasserbad mit 42°C erwirmt und sofort wieder auf Eis abgekiihlt. Nach
Zugabe von 1 ml SOC-Medium wurden die Zellen fiir 1 h bei 37°C zur phinotypischen
Expression aerob inkubiert. SchlieBlich wurden je 100 pl auf LB-Agar mit entsprechender

Antibiotika-Konzentration ausplattiert und bei optimalen Bedingungen inkubiert.

2.2.3.9 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde durch die Fima Sequivserve (Vaterstetten) durchgefiihrt.
Dazu wurde der Sequenzierautomat ABI 373 stretch (Perkin Elmer, Weiterstadt) und der ABI
Prism Dye Terminatorcycle sequencing ready reaction kit mit AmpliTaq Polymerase, FS
(Perkin Elmer, Weiterstadt) verwendet. Fiir die Sequenzierung von DNA-Fragmenten, die in
den typischen Klonierungsvektoren integriert sind, wurden routinemifig die Primer T7 und
SP6 verwendet. Zur Sequenzierung von PCR-Fragmenten aus genomischer DNA wurden
jeweils spezifische und zum Teil degenerierte Primer verwendet. Die Sequenzdaten wurden
unter Verwendung des BLAST (Biological Local Alignment Search Tool) Algorithmus von
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) oder EMBL (http://dove.embl-
heidelberg.de/Blast2) analysiert. So konnten Sequenzhomologien nicht nur auf DNA-,

sondern auch auf Proteinebene gefunden werden.
2.2.3.10 Amplifikation von DNA mittels PCR

2.2.3.10.1 Standardmethode

Fir die PCR wurde die Tag-Polymerase von Qbiogen (Heidelberg) verwendet. Ein
Standardansatz bestand aus 1 pl je Oligonukleotid (50 pmol/ul), 10 ul 10 x Reaktionspuffer,
2 pl Nukleotid-Losung (je 10 mM ATP, GTP, TTP und CTP), 0,3 ul Tag-Polymerase
(5 U/ul), 0,5 — 1 pul Template DNA-Losung und steriles Aquapigest @d 100 pl. Durch

Verdiinnung des Reaktionspuffers ergab sich somit eine MgCl,-Kontzentration von 1,5 mM.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2
http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2
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Um Kreuzkontaminationen durch verschleppte DNA zu vermeiden, wurde in der Regel ein
Master-Mix vorbereitet und die DNA immer zuletzt in den jeweiligen Ansatz pipettiert.

Die PCR wurde in einem Mastercylcer gradient (Eppendorf, Hamburg) oder Primus 96 Plus
(MWG Biotech, Ebersberg) nach folgendem Ablauf durchgefiihrt:

1 ZyKlus initiale Denaturierung 2 -5min 96°C

30 — 35 Zyklen a) Denaturierung 45s 94°C
b) Annealing 30-60s 45 - 65°C
¢) Elongation 60 s pro kb 72°C

1 Zyklus finale Elongation 5 min 72°C

Die optimale Annealing-Temperatur ist abhdngig von Komplementaritit und Linge der
eingesetzten Oligonukleotide und liegt ca. 2°C unter der berechneten Schmelztemperatur Ts,

die sich nach Suggs et al. (1981) annéherungsweise wie folgt berechnen lasst:

Ts[°C]=2x (A+T)+4 x (G + C) - 5).

Als Erfolgskontrolle wurde ein Teil jeder Probe (1 — 5 ul) mittels Agarose-Gelelektrophorese
analysiert. Bei Verwendung degenerierte Oligonukleotide ist darauf zu achten, dass die
berechnete Annealing-Temperatur deutlich beeinflusst werden kann und dies entsprechend
berticksichtigt werden muss. Dazu kann zum einen die MgCl,-Konzentration variiert werden
(0,5—-5mM) und zum anderen an bestimmten Stellen die universell paarende Base Inosin

verwendet werden.

2.2.3.10.2 Inverse PCR

Um unbekannte DNA Sequenzen amplifizieren und sequenzieren zu konnen, bedient man
sich der inversen PCR (Ochman etal. 1993). Dazu wurde chromosomale DNA mit
Restriktionsenzymen geschnitten, gereinigt und in niedrigen Konzentrationen religiert. Die
verwendeten Oligonukleotide wiesen dabei zunichst eine entgegengesetzte Orientierung auf.
Nach der Ligation einzelner Fragmente konnte dann mit diesen Primern eine PCR
durchgefiihrt werden. Die Produkte wurden auf einem priparativen TAE-Agarosegel
aufgetrennt und spezifische Banden mit dem E.Z.N.A. Gel-Extraktions-Kit (Peqlab, Erlangen)
aufgereinigt. Diese PCR-Produkte konnten dann mit den fiir die Amplifikation verwendeten
Primern sequenziert werden. Aus der Sequenzinformation konnten dann neue Primer
abgeleitet und ein neuer Zyklus begonnen werden. Dieses Verfahren wurde solange

angewendet bis die gesuchte Sequenzinformation bekannt war.
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2.2.3.10.3 TA-Klonierung

Da die Tag-Polymerase eine von der Matrize unabhingige terminale Transferase aufweist,
besitzen die meisten PCR-Fragmente einen 3'-Desoxyadenin Uberhang. Diese Tatsache
erlaubt die so genannte TA-Klonierung, bei der ein linearisierter Vektor mit 3°-
Desoxythymidin-Uberhang und einer kovalent gebundenen Topoisomerase zum Einsatz
kommt. Die Durchfiihrung ist analog zu einer herkdmmlichen Ligation und orientiert sich an
den Angaben des Herstellers (z.B. TOPO TA-Cloning, Invitrogen, Heidelberg; pAcceptor,
Novagen). Die Insertion erfolgte dabei nicht gerichtet, konnte aber durch Restriktionsanalyse
oder PCR leicht untersucht werden. Die Vektoren mit den gesuchten Inserts liesen sich ohne
Besonderheiten transformieren. Durch Insertion eines PCR Fragments wurde bei diesen
Vektoren in der Regel ein lacZ Gen inaktiviert, so dass Klone, die ein Plasmid mit Insert

tragen durch klassische Blau-Weiss Selektion identifiziert werden konnten.

2.2.3.10.4 Kolonie-PCR

Zur Erfolgskontrolle und zum Screnning von gesuchten Klonen kann als Alternative zur PCR
an isolierten Plasmiden auch eine PCR mit den erhaltenen Kolonien direkt durchgefiihrt
werden. Dabei wurde anstelle der Plasmid DNA direkt ein Teil der Kolonie als Template in
den PCR-Ansatz gegeben. Parallel wurde die untersuchte Kolonie auf einer neuen Platte
ausgestrichen. Zu beachten war, dass zur Lyse der Zellen und Freisetzung der DNA ein
zusétzlicher Inkubationsschritt fiir 10 min bei 95°C am Anfang des PCR-Programms
eingefiigt werden musste.

Nach Analyse der PCR-Ergebnisse konnten dann die entsprechenden Klone auf den

Parallelplatten weiter bearbeitet werden (Plasmidisolierung, Enzym-Aktivitdtstests,...).

2.2.3.11 Reverse Transkription

Die Herstellung der cDNA aus isolierter Gesamt-RNA wurde freundlicherweise von Melanie
Pavlovic durchgefiihrt. Dazu wurde zunichst restliche DNA durch Inkubation der RNA fiir
20 min bei 37°C in Gegenwart von RNase freier DNase I und RQI-Puffer (Promega)
inkubiert. Anschliefend erfolgte die Inaktivierung dieses Enzyms durch Inkubation fiir
10 min bei 65°C in Stoppuffer (1 pul/10 ul Ansatz). Nach erfolgreicher elektrophoretischer
Qualitdtskontrolle der RNA konnte die cDNA Synthese im 50 pl Maf3stab gestartet werden.
Dazu wurden 2 pg der RNA und 1,5 pg Random Hexamer Primer (Promega) gemischt und
5min bei 70°C inkubiert. Nach Aufheizen des Ansatzes auf 94°C erfolgte wihrend der

Abkiihlung und der Inkubation fiir 5 min bei 20°C die Anlagerung der Primer. Erst dann
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erfolgte die Zugabe von 5 pul 10 x Nukleotid-Mix, RNase freiem H,O, Puffer fiir die Reverse
Transkriptase und 200 U einer M-MLV Reversen Transkriptase (RNase H Minus, Point
Mutant; Promega). Nach der Elongation fiir 1 h bei 42°C erfolgte dann der Abbau der RNA
mittels RNase H (Promega) bei 37°C fiir 20 min. Die Enzyme wurden schlieBlich fiir 10 min
bei 65°C inaktiviert. Die cDNA wurde entweder frisch eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

2.2.3.12 RealTime-PCR

Zur Durchfiihrung der semiquantitativen RealTime-PCR (RT-PCR) kam die LightCycler'™-
Technologie der Firma Roche zum Einsatz. Vor dem Start wurde die cDNA fiir 5 min bei
95°C denaturiert. Ein 20 ul Reaktionsansatz enthielt dabei 10 pmol der beiden spezifischen
Primer, 2 pl der im vorherigen Kapitel beschriebenen cDNA, 1 x SYBR Green 1 Master Mix
(Qiagen, Hilden) und Nuklease freies Wasser. Die einzelnen Ansédtze wurden in

LightCycler™ Glaskapillaren gefiillt und kurz abzentrifugiert. Im Anschluss wurde folgendes

Programm durchgefiihrt:

1 Zyklus 94°C/15 min Aktivierung der Polymerase Heizrate: 20°C/s

40 bis 50 Zyklen a) 94°C/15s Heizrate: 20°C/s
b) 50-52°C/20 s PCR Heizrate: 20°C/s
) 72°C/30s Heizrate: 20°C/s

1 Zyklus a) 94°C/0 s Heizrate: 20°C/s
b) 40°C/10 s Schmelzkurve Heizrate: 0,1°C/s
€) 90°C/0s Heizrate: 20°C/s

1 Zyklus 40°C Kihlen Heizrate: 20°C/s

Alle Messungen wurden doppelt und mit zwei unabhéngig voneinander gewonnenen cDNAs
durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde immer auch eine Probe mit Wasser analysiert. Die
Auswertung erfolgte mit der LightCycler'™ Software 5.32 (Crossing-Point-Analyse des
zweiten derivativen Maximums). Die Quantifizierung jeder Probe wurde in Relation zum
Referenzgen xpk (Phosphoketolase) gesetzt. Der Induktionsfaktor ,,I einer Probe nach einer
Stressbehandlung im Vergleich zu einer Probe unter optimalen Bedingungen berechnet sich

dabei wie folgt:
| = EGs—Cd

E = Effizienz der PCR (Zunahme der Fluoreszenz iiber die Zeit; fiir alle Primerpaare vergleichbar 2,0 )
CS = Crossing point nach Stressbehandlung
CK = Crossing point der Kontrolle
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2.2.3.13 Nukleinsiuretransfer und Hybridisierungsversuche

Der Transfer von DNA und RNA auf geeignete Membranen fiir Hybridisierungsversuche
erfolgte in dieser Arbeit im Rahmen des Southern-, des Northern- und des RNA-Dot-Blots.
Um das Arbeiten mit Radioaktivitit zu vermeiden wurde in allen Fillen mit immunologischen

Nachweisen und den zuvor entsprechend markierten DNA-Sonden gearbeitet.

2.2.3.13.1 Southern-Blot

Depurinierungslosung: 0,25 M HCI
Denaturierungsldsung: 0,5 N NaOH

1,5 M NaCl
Neutralisierungslésung: 0,5 M Tris-HCI

3,0 M NacClI; pH 7,0
20 x SSC: 3,0 M NaCl

0,3 M Natrium-Citrat; pH 7,0

Der Southern-Blot dient dem Transfer von DNA von z.B. einem Agarosegel auf eine
Membran z.B. aus Nylon oder Nitrocellulose, um dort dauerhaft fixiert zu werden. In dieser
Arbeit wurde ausschlieBlich mit dem Kapillartransfer und nicht mittels Vakuum- oder
Elektro-Blot gearbeitet. Aus L. sanfranciscensis isolierte genomische DNA wurde mit einem
oder mehreren Restriktionsenzymen gespalten und anschlieBend auf einem 0,8% TAE-
Agarosegel aufgetrennt. Nach der Ethidiumbromid-Farbung wurde das Gel in der
Depurinierungslosung unter stdndigem Schwenken bis zum Umschlag des Bromphenolblaus
zu gelb inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir je zweimal 15 min in
Denaturierungs- und Neutralisierungsldsung, sowie eine darauf folgende kurze Aquilibrierung
in 20 x SSC. Der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran (HybondTM-N+, Amersham
Biosciences) wurde mittels Kapillarblot und 20 x SSC als Blotting-Puffer iiber Nacht
durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde die Membran durch eine Bestrahlung fiir 60 s unter

dem UV-Transilluminator auf der Membran fixiert.

2.2.3.13.2 Northern-Blot

10 x MOPS: 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
20 mM EDT; pH 7,0

RNA-Auftragspuffer: 1 x MOPS
50% deionisiertes Formamid
6,15% Formaldehyd
0,05% Bromphenolblau



56 Material und Methoden

Der Northern-Blot dient der dauerhaften Fixierung von RNA auf einer Membran. Zur
Auftrennung der RNA wurde eine denaturierende Elektrophorese gewidhlt. Um eine
Degradation der RNA durch RNasen so weit wie moglich zu verhindern, wurden alle
Losungen mit DEPC behandeltem Wasser angesetzt. Gelelktrophoresekammer, Gelschlitten
und Kdmme wurden iiber Nacht mit 0,1 N NaOH-L6sung gereinigt.

Zur Herstellung des Gels wurden 1,3 g Agarose in 71 ml DEPC-Wasser in der Mikrowelle
gelost und anschlieBend mit 10 ml 10 x MOPS-Puffer und 18 ml Formaldehyd (37%)
vermischt. Nach dem Aushérten des Gels wurde die Gelkammer mit 1 x MOPS-Puffer bis zur
Oberkante des Gels gefiillt. Bevor die RNA-Proben aufgetragen wurden, mussten sie mit dem
doppelten Volumen an Auftragspuffer fiir 10 min bei 65°C denaturiert werden. Pro Bande
wurden gleiche Mengen an RNA (ca. 3,5 pg) aufgetragen. Der Einlauf ins Gel erfolgte fiir ca.
10 min bei 4 V/cm. Erst dann wurde die Gelkammer mit Elektrophoresepuffer aufgefiillt.
Nach der vollstindigen Auftrennung wurde das Gel zur Entfernung des Formaldehyds fiir
10 min in DEPC-Wasser und anschlieend fiir 10 min in 20 x SSC-Puffer inkubiert. Der
Kapillarblot und die Fixierung der RNA erfolgten analog zum Verfahren des Southern-Blots.

2.2.3.13.3 RNA-Dot-Blot

Der RNA-Dot-Blot unterscheidet sich vom klassischen Northern-Blot nur dadurch, dass das
RNA Gemisch nicht aufgetrennt wird. Stattdessen werden mit Hilfe einer geeigneten Dot-
Blot-Apparatur (Stratagene, Heidelberg) und einer Vakuumpumpe RNA-Extrakte gleicher
Konzentration in definierten Spots auf eine Membran aufgebracht und dort fixiert. Im
Anschluss daran erfolgt die Visualisierung und Quantifizierung mittels DIG-markierter DNA
Sonden und dem in den nachfolgenden Kapiteln beschriebenem immunolgischen Verfahren.
Dabei sollten immer mehrere Blots mit denselben RNA Mengen parallel hergestellt werden.
Wihrend auf einem Kontroll-Blot ein konstitutiv exprimiertes Referenzgen nachgewiesen
wird, kann auf den anderen Dot-Blots die mRNA Konzentration der zu untersuchenden Gene
analysiert und zur relativen Quantifizierung in ein Verhiltnis zur Kontrolle gesetzt werden.
Beim Zusammenbau der Apparatur war darauf zu achten, dass die Membran zuvor mit
Hybridisierungspuffer befeuchtet wird und auf ebenfalls angefeuchtetes Filterpapier gelegt
wird. Um ein ,,Verlaufen der Spots zu vermeiden, musste die Dichtung der Apparatur
absolut luftdicht schlieen, da sonst das Vakuum an den Auftragspunkten nicht ausreicht, um
die Proben schnell genug durch die Membran zu saugen und so ein Verwischen der Spots zu
verhindern. Die Menge der aufzutragenden RNA richtete sich immer nach der mRNA

Konzentration, die nachgewiesen werden sollte. Diese Konzentration kann in Abhdngigkeit
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des Gens und der Inkubationsbedingungen stark schwanken und wurde in allen Féllen durch
Vorversuche mit unterschiedlichen Auftragsvolumina bestimmt. Die Konzentration sollte sich
in einem Rahmen bewegen in dem sie sowohl nachweisbar, als auch noch quantifizierbar ist.
Gleichzeitig ist darauf zu achten, dass das Auftragsvolumen hoch genug ist (100 — 1000 pl),
so dass eine gleichméBige Verteilung liber den gesamten Membranspot moglich ist. In den
meisten Féllen war dazu eine Verdiinnung der RNA-Proben mit DEPC behandeltem Wasser

notig.

2.2.3.13.4 DIG markierte DNA-Sonden

Durch Einsatz von dUTPs, die mittels einer Esterbindung mit DIG (Digoxygenin-11-2'-
deoxy-uridine-5"-triphosphate, alkali-labile; Roche) modifiziert sind, wurden bei der PCR-
Amplifikation (2.2.3.10.1) die DNA-Sonden automatisch markiert. Ein Reaktionsansatz
(50 ul) setzte sich dabei aus 2 pul 10 x ANTP-Mix (je 2 mM dATP, dCTP, dGTP und 1,6 mM
dTTP), 1 ul DIG-dUTP Stammlosung (1 mM DIG-dUTP), 1 pmol je Primer, 2 U der Tag-
Polymerase und der entsprechende Menge an Template-DNA (10 ng genomische DNA oder
10 pg Plasmid DNA) zusammen. Da mit DIG markierte DNA Fragmente im Agarosegel
langsamer laufen als herkommliche PCR Produkte, konnte die erfolgreiche Markierung leicht

tiberpriift werden.

2.2.3.13.5 Immunologischer Nachweis

Standard-Hybridisierungspuffer 5x SSC

Blocking Reagent 2% (v/v)

SDS 0,02% (w/v)

N-Laurylsarcosin 0,2% (w/v)
Maleinsdurepuffer 100 mM Maleinsaure

NaC1 150 mM; pH 7,5
Low-stringency-Waschpuffer 2xSSC

SDS 0,1% (w/v)
High-stringency-Waschpuffer: 0,5x SSC

SDS 0,1% (w/v)
Waschldsung Maleinsaurepuffer mit 0,3% (w/v) Tween 20
Detektionspuffer Tris-HCI 0,1 M

NaCl 0,1 M; pH 9,5

Strippinglosung NaOH 0,2 M
SDS 0,5% (w/v)
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Der immunologische Nachweis ist fiir alle Blots prinzipiell identisch. Bei der Arbeit mit RNA
ist darauf zu achten, dass alle Losungen mit DEPC-Wasser hergestellt werden. Die
Hybridisierungstemperatur (Tyyp) ist von der Homologie, der Lange und dem GC-Gehalt der
DNA-Sonde abhédngig und berechnet sich anndherungsweise wie folg (nach Meinkoth und

Wahl 1984):

Tayb = Trm - 25°C - (x * 1,4°C), wobei
Twm = 16,61 log[Na'] + 0,41 (%GC) + 81,5 -500/n -0,61 (%Formamid)

T = Schmelztemperatur der Sonde/Nukleinsdure; x = % [Homologie der Sonde zur Zielsequenz] - 80% (falls
Homologie < 80%); %GC = GC-Gehalt Sonde [mol]; Na" = Na'-Konzentration im Hybridisierungspuffer [mol]

In der Regel wurden die Sonden so gewihlt, dass die Hybridisierungstemperaturen zwischen
50 und 60°C liegen. Die Nylonmembran wurde im vorgewdrmten Ofen fiir 45 min zusammen
mit 20 ml Hybridisierungspuffer préhybridisiert. In der Zwischenzeit wurde die DIG
markierte Sonde 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieend auf Eis gekiihlt. Danach
wurden 7 pl der Sonde zur Membran mit den 20 ml Hybridisierungspuffer gegeben und 18 bis
24h bei der entsprechenden Hybridisierungstemperatur inkubiert. Das anschlieBende
Waschen der Membran erfolgte fiir 2 x 5 min bei Raumtemperatur in je 50 ml low-stringency-
Waschpuffer und anschlieend fiir 2 x 15 min bei 65°C in high-stringency Waschpuffer.

Fiir RNA-Blots waren folgende Besonderheiten zu beachten: Dem Hybridisierungspuffer
wurde deionisiertes Formamid (Endkonzentration 50%) und dem high-stringency-
Waschpuffer wurde anstelle 0,5% SSC nur 0,1% SSC zugesetzt. Die Hybridisierung fand
generell bei 50°C statt.

Alle Membranen wurden danach bei Raumtemperatur fiir 5 min in 20 ml Waschlésung und
anschlieBend fiir 30 min in 50 ml Blocking-Losung (Roche, Mannheim) inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde die Losung mit den Anti-Digoxygenin-Antikdrpern (verbunden mit
alkalischer Phosphatase) fiir 5 min zentrifugiert und aus dem Uberstand 5 ul zu 100 ml
Maleinsdurepuffer gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur zusammen mit der
Membran fiir 30 min inkubiert und anschlieend fiir 2 x 15 min mit je 50 ml der Waschldsung
unter stdndigem Schiitteln gewaschen.

Zur Detektion wurden die Membranen 5 min in Detektionspuffer inkubiert und danach auf
einer Plastikfolie mit 10 bis 15 Tropfen der Detektionslosung CPSD (Roche, Mannheim)
gleichmiBig iiberschichtet. Die Membran wurde in die Folie eingeschweiit und fiir 5 min im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. In der Dunkelkammer wurde in einer Filmkassette fiir
verschiedene Zeiten ein Rontgenfilm (Kodak® X-Omat AR-Film, XAR-2) auf die Membran
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gelegt und anschlieBend entwickelt (Kodak® GBX developer and replenisher, 2% Essigsaure,
Kodak®GBX fixer and replenisher).

Bei Bedarf konnte die Membran mit einer neuen Sonde wieder verwendet werden. Zur
Entfernung der alten DIG-markierten Sonde wurde die Membran dazu 5 min mit Wasser
gespiilt und 2 x fir je 15 min mit je 20 ml Stripping-Losung bei 37°C inkubiert. Danach
wurde die Membran in 2 x SSC d&quilibriert, in Folie eingeschweilt und bis zur

Hybridisierung mit einer neuen DNA Sonde bei 4°C gelagert.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Stressparameter

Beim Vergleich der Wirkung verschiedener Stressarten auf einen Mikroorganismus ist ein
hiufiges Problem, dass die Intensitdten der jeweiligen Stressbedingungen sehr unterschiedlich
gewidhlt wurden. So kann man z. B. Studien iiber die Wirkung letaler Stressbehandlungen
nicht mit Untersuchungen vergleichen, deren Absicht es ist eine durch subletalen Stress
induzierte Stressantwort zu charakterisieren. Um geeignete Voraussetzungen fiir einen
Vergleich mehrerer Stressantworten zu schaffen, miissen daher zunichst die Stressparameter
dhnlicher Intensititen bestimmt werden. Die grofite Verdnderung der Genexpression bei
Lactococcus lactis wird erreicht, wenn durch die gewihlten Stressbedingungen die maximale
Wachstumsrate auf 10% reduziert wird (Sanders et al. 1999). Unter diesen Umstanden wird
auch fiir L. sanfranciscensis eine deutlich messbare Stressantwort erwartet. Daher wurden die
fiir diese Arbeit relevanten Stressparameter so gewahlt, dass sie die maximale exponentielle
Wachstumsrate jeweils um 90% verringern. Durch Intensititen gleicher Auswirkung auf die
Wachstumsrate sollten die verschiedenen Stressarten miteinander vergleichbar gemacht
werden. Auf diese Weise war es moglich Hochdruckstress mit anderen lebensmittelrelevanten
Stressarten wie Hitze-, Kilte-, Sdure- und NaCl-Stress direkt zu vergleichen. Auflerdem
sollten auch Zellen in der stationdren Phase (Hungerstress) berticksichtigt werden. Die durch
Wachstumsversuche ermittelten Parameter der verschiedenen Stressparameter sind in Tabelle
3.1 dargestellt. Alle Versuche zur Bestimmung der Wachstumsraten unter den verschiedenen
Inkubationsbedingungen wurden mindestens dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt
und die einzelnen Werte gemittelt. Als optimale Wachstumsbedingungen wurden eine
anaerobe Inkubation in mMRS-Medium bei 30°C und einem pH-Wert von 5,6 definiert.

Tabelle 3.1 Subletale Stressparameter fiir L. sanfranciscensis. Inkubationsbedingungen, bei denen die
maximale Wachstumsrate auf 10% reduziert ist und eine maximale Stressantwort erwartet wird.

Stressart max. Wachstumsrate reduziert auf 10% bei:
Hochdruck” 80 MPa; 30°C
Hitze? 43°C
Kalte 12,5°C
Salz* 1,9% NacCl; 30°C
Saure’ pH 3,7; 30°C
Hunger Stationére Phase (ODeoo = 1,2 — 1,5)

1: Wert iibernommen (Scheyhing 2002)
2: Wert iibernommen (Scheyhing 2002) und in dieser Arbeit bestétigt
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Wihrend einer Inkubation fiir 60 Minuten unter den in Tabelle 3.1 angegebenen subletalen
Stressbedingungen waren weder eine signifikante Zunahme der Zelldichte, noch eine
Verdnderung der Zellmorphologie feststellbar.

Um eine durch subletalen Stress induzierte Adaptation bzw. Kreuzresistenz erkennen zu
konnen, mussten wie bereits erwédhnt neben den subletalen auch die letalen Stressbedingungen
ermittelt werden. Dabei war zu berlicksichtigen, dass die Bedingungen so mild wie moglich
und so hoch wie notig gewéhlt werden. Letaler Stress durfte dabei nicht so hoch sein, dass
auch Zellen, die eine durch Adaptation erworbene erhdhte Resistenz besitzen, in kiirzester
Zeit abgetotet werden. Um Artefakte zu vermeiden, sollten die Bedingungen aber dennoch so
gewidhlt werden, dass eine exponentielle Inaktivierung erreicht und die Zellzahl nach einer
gewissen Inkubationsdauer um mindesten 99% reduziert wird. In Tabelle 3.2 sind die Werte

angegeben, bei denen diese Bedingungen fiir L. sanfranciscensis erfiillt wurden.

Tabelle 3.2 Letale Stressparameter fiir L. sanfranciscensis. Inkubationsbedingungen, bei denen eine
exponenticlle Abnahme der Lebendzellzahl {iber die Zeit stattfand. Die Bedingungen sind so mild wie
moglich gewiéhlt, um Unterschiede in der Resistenz bei verschiedenen Zellen beobachten zu kdnnen.

Stressart letale Stressparameter:
Hochdruck® 300 MPa; 30°C
Hitze 50°C
Kalte Einfrieren (-20°C) / Auftauen (30°C)
Salz 20% NacCl; 30°C
Saure pH 2,0; 30°C

1: Wert iibernommen (Scheyhing 2002) und in dieser Arbeit bestatigt

3.2 Adaptation und Kreuzresistenz

Inkubiert man Zellen unter subletalen Stressbedingungen, so konnen diese ihre Resistenz
gegeniiber einer anschlieBenden letalen Stressbehandlung i1m Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollpopulation erhohen. Ist der letale Stress dabei identisch mit dem
subletalen Stress der Vorinkubation, spricht man von Adaptation. Wird hingegen die
Resistenz gegeniiber einer anderen Stressart erhoht, handelt es sich um Kreuzresistenz. Bei
L. sanfranciscensis konnte nach einer einstiindigen Inkubation unter verschiedenen subletalen
Stressbedingungen eine erhohte Hochdruckresistenz festgestellt werden (Abbildung 3.1). Eine
Vorinkubation fiir 60 Minuten in Medium mit 1,9% NaCl (Salzstress) erhohte die
Uberlebensrate um das 3,1-fache (+ 0,2) und eine Vorinkubation in saurem Medium mit

einem pH-Wert von 3,4 fiihrte zu einer 4,9-fachen (% 0,6) Steigerung der Uberlebensrate nach
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einem anschlieBenden letalen Hochdruckstress. Auch eine vorangehende Absenkung der
Inkubationstemperatur auf 12,5°C (Kaéltestress) wirkte sich positiv auf die Hochdruckresistenz
aus. Die Uberlebensrate war danach um den Faktor 4,3 (+ 1,2) signifikant erhoht. Auch
stationdre Zellen (Hungerstress) besalen im Vergleich zu Zellen in der exponentiellen Phase
eine 2,7-fach (+ 0,3) hohere Uberlebensrate nach einer letalen Hochdruckbehandlung fiir 30
Minuten bei 300 MPa. Eine Temperaturerhdhung auf 43°C fiir 30 min (Hitzestress) fiihrte
hingegen zu einer verringerten Hochdruckresistenz. Die Zellen wurden sensitiver gegeniiber
HHD und die Uberlebensrate betrug nach einer Inkubation bei 300 MPa fiir 30 min nur noch
40% (£ 10%) im Vergleich zu unbehandelten Zellen. SchlieBlich konnte auch eine subletale
Hochdruckbehandlung eine erhdhte Resistenz gegentiber einer letalen Hochdruckbehandlung
induzieren (Adaptation). Bei L. sanfranciscensis wurde eine Hochdruckadaptation beobachtet,
die die Uberlebensrate nach einem letalen Hochdruckstress um das 2,8-fache (+ 0,4) erhoht.
Wurde wéhrend der subletalen Vorinkubation dem Medium Chloramphenicol (Cm) zugesetzt,

konnte dieser Effekt der Adaptation nicht beobachtet werden (0,9 £ 0,1).
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Subletale Stressbedingungen

Abbildung 3.1 Kreuzresistenz und Adaptation bei L.sanfranciscensis. Eine Vorinkubation fiir
60 min (30 min bei Hitzestress) unter verschiedenen subletalen Stressbedingungen (x-Achse) besitzt
Auswirkungen auf die Uberlebensrate nach einem anschlieBenden letalen Hochdruckstress bei 300 MPa
fiir 30 min (y-Achse). Genaue Stressparameter und Inkubationsbedingungen siehe Text. Alle Versuche
wurden mindestens dreimal unabhidngig voneinander durchgefiihrt. Die Balken zeigen die
Standardabweichungen. (Cm = Chloramphenicol).

*  Wert libernommen und in dieser Arbeit bestétigt bzw. korrigiert (Scheyhing 2002)

** Wert libernommen (Scheyhing 2002)
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In komplementdren Versuchen wurde festgestellt, dass eine subletale Hochdruckbehandlung
ebenfalls signifikante Auswirkungen auf die Uberlebensrate nach Inkubation unter
verschiedenen letalen Stressbedingungen besitzen kann (Abbildung 3.2). So war die
Uberlebensrate nach einer Hitzebehandlung bei 50°C um das 3,7-fache (+ 0,3) hoher, wenn
die Zellen zuvor fiir 60 Minuten bei 80 MPa inkubiert wurden. Wahrend eine Vorinkubation
unter subletalem Hochdruck keine gravierende Verdnderung gegeniiber einem letalen
Salzstress (20% NaCl) (1,1 £ 0,3) oder einem einmaligen Einfrier-/Auftauprozess (1,2 + 0,05)
ausiibte, ist die Resistenz gegeniiber einem letalen Saurestress deutlich verringert. Eine
Behandlung mit subletalem HHD erhohte die Sensitivitdt von L. sanfranciscensis gegeniiber
einem letalen pH-Wert von 2,0 derart, dass 80% (£ 10%) mehr Zellen abstarben als in der

unbehandelten Kontrolle.

x-fache Uberlebensrate nach Vorinkubation
unter subletalem Hochdruckstress

Letale Stressbedingungen

Abbildung 3.2 Kreuzresistenz bei L. sanfranciscensis. Eine Vorinkubation mit subletalem
Druckstress fiir 60 min bei 80 MPa kann Auswirkungen auf die Uberlebensrate (y-Achse) nach
verschiedenen letalen Stressbedingungen fiir 60 min (x-Achse) haben. Genaue Stressparameter
und Inkubationsbedingungen sieche Text. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhingig
voneinander durchgefiihrt. Die Balken zeigen die Standardabweichungen.
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3.3 Charakterisierung der Stressantwort auf Proteomebene

In den vorangegangenen physiologischen Versuchen wurde gezeigt, dass nach einer
subletalen Vorinkubation die Adaptation an eine letale Hochdruckbehandlung bei
L. sanfranciscensis moglich ist. Da nach Zugabe von Chloramphenicol dieser Effekt nicht
auftritt, scheint eine funktionierende Protein de novo Synthese dafiir nétig zu sein.

Um herauszufinden, welche Proteine dabei synthetisiert werden, sollte mittels
hochauflosender 2D-Gelelktrophorese die hochdruckinduzierte Verdnderung des Proteoms
von L. sanfranciscensis untersucht werden. Damit eine statistisch abgesicherte Aussage
getroffen werden kann, wurden in iiber 70 Gelen die zytoplasmatischen Proteinmuster von
unbehandelten mit denen von mit 80 MPa behandelten Zellen verglichen und die
Unterschiede quantifiziert. Um die statistische Sicherheit und Signifikanz der Proteomstudie
zu erhohen, wurden zusédtzlich auch die von Scheyhing generierten Gele in die Auswertung
mit aufgenommen (Scheyhing 2002). Im Regelfall betrug die Druckhaltezeit 60 min.
Experimente mit verdnderten Haltezeiten von 30 min, 120 min, 180 min und 240 min ergaben
keine signifikanten Unterschiede. Allerdings konnte nach einer iiber 60 min dauernden
Inkubation eine Zunahme der optischen Dichte durch Zellwachstum festgestellt werden. Um
nur die Stressantwort und keine Artefakte durch Vermehrung der Zellen unter Druck zu
messen, wurden fiir die Auswertung daher nur Experimente mit einer Druckhaltezeit von
60 min beriicksichtigt. Insgesamt konnten auf diese Weise 16 Proteinspots (HHD ,,sensitive*
Proteine) identifiziert werden, deren Konzentration in der Zelle nach einer Inkubation bei
80 MPa im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant verdndert war. Von den 16
Proteinspots war bei 9 Proteinen eine deutliche, mindestens zweifache Zunahme der
Proteinmenge festzustellen (,,induzierte Proteine®), wohingegen bei den restlichen 7 Proteinen
nach einer Druckbehandlung die Menge in der Zelle auf mindestens die Hilfte abnahm
(,,reprimierte* Proteine).

In Abbildung 3.3 sind zwei typische Polyacrylamidgele mit silbergefdarbten Proteinen gezeigt.
Proteinspots, deren Konzentration nach 60 min bei 80 MPa im Vergleich zur Kontrolle
signifikant verdndert war, sind durch Rechtecke, bzw. Rauten markiert. Die Quantifizierung
der Unterschiede in den Proteinmengen vor bzw. nach einer Hochdruckbehandlung ist in

Tabelle 3.3 abgebildet.
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Abbildung 3.3 Proteomanalyse zytoplasmatischer Proteinextrakte bei L.sanfranciscensis,
unbehandelt und 60 min bei 80 MPa inkubiert. Die Proteine wurden silbergefédrbt. o = Proteinspot,
dessen Menge mind. verdoppelt ist. ¢ = Proteinspot, dessen Menge mind. halbiert ist. Angaben zu
Isoelektrischen Punkten (pl) und molekularen Massen von Standardproteinen sind abgebildet.
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Tabelle 3.3 Semiquantitative Analyse der Verinderung zytoplasmatischer Proteinmengen von
L. sanfranciscensis nach verschiedenen subletalen Stresseinwirkungen im Vergleich zu unbehandelten
Zellen. Untersucht wurden die 16 Proteinspots (P1 — P16), deren Menge nach einer Hochdruckbehandlung (HHD)
signifikant verindert war. Qualitative Ubereinstimmungen in der Zu- und Abnahme der Proteinmengen zwischen
hochdruckbehandelten Zellen und den alternativ gestressten Zellen sind grau unterlegt. Genaue Bedingungen der
jeweiligen Stressbehandlungen siehe Text.

Spot pl? M, (x10%)° HHD® Salz* Hitze® Kalte®  Saure® Hunger®
P1 4.9 60 +++ ++ +/- +++ + 4+
P2 5.2 85 Sn I +/- ++ +/- +++
P3 5.5 90 ++ + ; +/- + +-
P4 5.8 35 ++ +/- + + ++ ++
P5 4.8 95 + ++ + +/- +/- T
P6 5.1 50 + +- - - +/- 4/
P7 4.6 35 + + +/- + +/- +
P8 4.4 85 + + et +/- - +/-
P9 48 65 + + 4 T +- +
P10 5.4 40 - : : _ +/- )
P11 5.9 45 - +/- - - +/- +/-
P12 54 25 - + +/- > + +
P13 4.9 50 - = = - - -
P14 5.1 60 - - - +/- - +/-
P15 6.7 40 - - _ : - -
P16 6.0 35 : - ; _ _ +

a) Aus den 2D-Gelanalysen ungeféhre isoelektrische Punkte (pl)
b) Aus den 2D-Gelanalysen ungefahre molekulare Massen (M;)
¢) +++ Zunahme der Proteinmenge > 10; ++ Zunahme der Proteinmenge 5-10;
+ Zunahme der Proteinmenge 2-5; +/- keine Verdnderung; - Abnahme der Proteinmenge > 0,5;

Zur besseren Charakterisierung der HHD induzierten Stressantwort von L. sanfranciscensis
sollte im Folgenden ein Vergleich mit anderen Stressantworten dieses Stammes durchgefiihrt
werden. Dabei wurden dieselben subletalen Stressbedingungen wie in den physiologischen
Versuchen zur Ausbildung von Kreuzresistenzen gewaihlt (sieche Kapitel 3.1 und 3.2).
Untersuchungen iiber die Verdanderungen der Konzentrationen HHD ,,sensitiver Proteine unter

den verschiedenen, zum Teil besser verstandenen Stressbedingungen derselben Intensitét,
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sollten eine Aussage lber das Wirkprinzip von HHD auf die Zelle erleichtern. Weitere
zytoplasmatische Proteinextrakte von L. sanfranciscensis wurden dazu nach Inkubation unter
subletalem Salz-, Hitze-, Kélte- und Sdurestress mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt und
die Ergebnisse anschlieBend ausgewertet. Auch Proteinextrakte stationdrer Zellen
(Hungerstress) wurden untersucht und fiir die Auswertung herangezogen. Fiir die
Proteomanalyse von L. sanfranciscensis nach Séure- und Hungerstress wurden nur die bereits
vorhandenen Daten von Scheyhing verwendet (Scheyhing 2002). Zur Auswertung von Hitze-
und Salzstress wurden eigene Gele hergestellt und um die von Scheyhing generierten Werte
erginzt. AuBlerdem wurde in dieser Arbeit auch die Expression HHD ,sensitiver® Proteinen
nach einem Kiltestress untersucht. In Abbildung 3.4 sind Ausschnitte entsprechender 2D-Gele
abgebildet, die die 16 HHD ,,sensitiven* Proteinspots nach Inkubation unter den verschiedenen
erwihnten Stressbedingungen zeigen. Die Quantifizierung der Proteinmengen zeigte
Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Regulation der Proteine zwischen den Zellen, die
mit HHD behandelt wurden und Zellen, die den anderen Stressbedingungen ausgesetzt waren
(Tabelle 3.3). Demnach bestehen die groBBten Gemeinsamkeiten zwischen Hochdruckstress und
Kiltestress, bzw. Salzstress. Jeweils 11 der 16 HHD ,,sensitiven‘ Proteine wurden unter diesen
beiden Stressbedingungen &hnlich reguliert (Ab-, bzw. Zunahme der Proteinmenge). Nach
einer halbstiindigen subletalen Hitzebehandlung bei 43°C zeigten 10 der 16 Proteine eine
vergleichbare Verdnderung. Sdure- und Hungerstress bewirkten nur noch bei 8 Proteinen eine
zu Hochdruckstress dhnliche Regulation.

Aus den physiologischen Versuchen mit Chloramphenicol kann gefolgert werden, dass eine
hochdruckinduzierte Stressantwort auf die Neusynthese von Proteinen angewiesen ist (Kapitel
3.2). Unter Beriicksichtigung dieser Tatsache erscheint es daher sinnvoll, wenn in Bezug auf
eine induzierte Resistenzbildung beim Vergleich der verschiedenen Stressantworten vor allem
die Proteine beriicksichtigt werden, die unter HHD deutlich (mindestens fiinffach) induziert
sind (P1 bis P4). Unter dieser Betrachtung weisen mit Ausnahme der Hitzestressantwort alle
untersuchten Stressantworten mit jeweils drei von vier mdglichen Ubereinstimmungen hohe
Ahnlichkeiten in der Proteinregulation mit der von Hochdruckstress auf. Die
Hitzestressantwort hat die Regulation von nur einem stark induzierten Protein (P4) mit
Hochdruckstress gemeinsam (Tabelle 3.3).

Hervorzuheben ist auch die Tatsache, dass nur ein einziges Protein (P6) spezifisch unter HHD
,induziert“ wurde. Alle anderen Proteine waren unter mindestens einer weiteren der

untersuchten Stressbedingungen dhnlich reguliert.
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identisch mit der aus Abbildung 3.2 bzw. Tabelle 3.3. Die genauen Inkubationsbedingungen und —zeiten
konnen dem Text entnommen werden (Kapitel 3.1). Eine Quantifizierung der verdnderten Proteinmengen

Inkubation unter den verschiedenen Stressarten zeigen. Die Nummerierung der Proteinspots ist
ist in Tabelle 3.3 dargestellt.

Abbildung 3.4 Ausschnitte aus 2D-Gelen, die Details aller 16 durch HHD beeinflussten Proteine nach
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3.4 Proteinidentifizierung

Nach Auswertung der hochdruckinduzierten Stressantwort anhand der Proteinmuster lag der
nichste Schritt in der Identifizierung der 16 HHD ,,sensitiven* Proteine. Kenntnisse iiber die
Funktion dieser Proteine konnten genauere Aussagen zu den Vorgidngen in der Zelle im
Umgang mit Hochdruckstress ermdglichen. Mit dem Wissen wie eine Zelle auf HHD reagiert
konnen u. a. Aussagen iliber Wirkmechanismen und Angriffsorte von HHD in der Zelle
getroffen werden.

Da das Genom von L. sanfranciscensis zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht vollstdndig
sequenziert war, wurde fiir eine Proteinidentifizierung die Aminosduresequenz eines internen
Peptidfragments benoétigt. Die Bestimmung der Massenspektren tryptisch verdauter Proteine
mittels Maldi-TOF MS wurde in dieser Arbeit zwar durchgefiihrt, eine Identifizierung der
Proteine ist aufgrund der fehlenden Genominformationen fiir L. sanfranciscensis allerdings
nicht moglich. Aus diesem Grund kamen aufwendigere Methoden wie die direkte N-terminale
Sequenzierung interner Peptidfragmente mittels Edman-Abbau zum Einsatz. Bereits in einer
fritheren Arbeit (Scheyhing 2002) konnten auf diese Weise vier der insgesamt 16 Proteinspots
identifiziert =~ werden. @ Neben dem  Proteinspot Pl  (interne  Peptidsequenz:
GANGQAIAAARSGADTT) konnten auch interne Peptidsequenzen fiir die Proteinspots P2
(GEISVIGATTQDERYR), P9 (AAVEEGFVPGGGTAFINILK) und P16 (FANNRAAAVNTI
PHSSGAAK) ermittelt werden (Tabelle 3.4). Nach Datenbankrecherche mittels der BLAST-
Programme des ,National Center for Biotechnology Information“ (NCBI) konnten
Homologien zu bereits bekannten Proteinen gefunden werden. So konnte fiir die Sequenz von
Pl eine hohe Ahnlichkeit mit einem Peptidfragment einer Ribokinase aus Lactobacillus
plantarum (82% Ubereinstimmung) gefunden werden. Fiir Protein P2 ergab die Suche mit 87%
Ubereinstimmung eine groBe Homologie zu einer ATP-abhingigen Protease (ClpL) aus
L. rhamnosus. Fiir die Peptidsequenz des Proteins P9 besteht eine Ubereinstimmung von 88%
mit dem generellen Stressprotein GroEL aus L. johnsonii. Die gefundene Aminoséuresequenz
von P16 zeigt mit 87% Sequenzidentitét starke Homologie zu einer Glycerinaldeyd-3-Phosphat
Dehydrogenase aus L. plantarum.

Die restlichen 12 Proteinspots wurden im Rahmen dieser Arbeit in Kooperation mit Herrn Dr.
Lars Israel vom Zentrallabor fiir Proteinanalytik der Medizinischen Fakultit der LMU
Miinchen identifiziert. Einzelne Peptide der tryptisch verdauten Proteine wurden dazu mittels
HPLC aufgetrennt und danach direkt in einem QSTAR XL Massenspektrometer analysiert
(nano-ESI-LC-MS/MS). Die anschlieBende Auswertung der resultierenden Spektren mit der
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Software Mascot™ (Matrix Science) ergab fiir jeden Proteinspot mehrere mdgliche
Datenbanktreffer mit verschieden hohen Wahrscheinlichkeiten. Die Auswahl der in Tabelle 3.4
dargestellten Ergebnisse erfolgte grundsitzlich aufgrund der statistisch hdchsten
Wabhrscheinlichkeiten. Aber auch die Qualitit der einzelnen Spektren und die
Ubereinstimmung von molekularem Gewicht und isoelektrischem Punkt zwischen den
Proteinen auf den 2D-Gelen und den homologen Proteinen aus der Datenbank wurden bei der
Auswertung berticksichtigt. Die Zuverlédssigkeit der Methode konnte durch die Analyse bereits
bekannter Kontrollproteine bestétigt werden. So wurde der Proteinspot P1 ebenfalls als
Ribokinase identifiziert, was das Ergebnis der N-terminalen Sequenzierung mittels Edman-
Abbau bestatigt. Auch in der Arbeit von Drews et al. wurde dieses Protein bereits analysiert
und ebenfalls als Ribokinase beschrieben (Drews etal. 2002). Und auch das Ergebnis der
Analyse des Proteinspots P13 steht mit dem Ergebnis von Drews et al. (2002) im Einklang. In
beiden Fillen wurde dieses Protein als Elongationsfaktor TU identifiziert. Das Resultat der
Analyse des Proteins P8, das deutliche Homologien mit dem Stressprotein DnaK besitzt,
konnte aufgrund der bereits bekannten Gensequenz mittels einfacher Maldi-TOF-MS Analyse
verifiziert werden. Die Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit der eingesetzten Methode
konnte damit hinreichend gezeigt werden. Die Proteinidentifizierungen aller weiteren
Proteinspots basieren nur noch auf der massenspektrometrischen Methode (siehe Tabelle 3.4).
Fir die 9 hochdruckinduzierten Proteine konnten Homologien zu folgenden Proteinen
gefunden werden: Protein P1 zu einer Ribokinase und Ribose-5-P-Isomerase aus L. plantarum;
Protein P2 zu einer ClpL-Protease aus L.rhamnosus; Protein P3 zu einem Protein mit
unbekannter Funktion aus L. lactis; Protein P4 zu einer Thioredoxin-Reduktase aus
L. acidophilus; Protein P5 zu einer Trehalose und Maltose Hydrolase aus L. gasseri; Protein P6
zu einer weiteren Clp-Protease, ClpX aus L. johnsonii; Protein P7 zu einem hypothetischen
Protein YudG aus L. lactis; Protein P8 zu DnaK aus L. sanfranciscensis und Protein P9 zu
GroEL aus O. oeni.

Fiir die 7 unter Hochdruck ,reprimierten” Proteine wurden Homologien zu folgenden
Proteinen gefunden: Protein P10 zu einem Exopolysaccharid-Biosyntheseprotein aus
L. acidophilus; Protein P11 zu einer 3-P-Shikimat-1-Carboxyvinyltransferase aus
L. plantarum; Protein P12 zu einer UMP-Pyrophosphorylase aus L. sakei; Protein P13 zu dem
bereits erwihnten Elongationsfaktor TU aus L. lactis; Protein P14 zur y-Untereinheit der DNA-
Polymerase III aus L.plantarum; Protein P15 zu einer Glutamat-Cystein Ligase aus
L. plantarum und Protein P16 zu einer Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase aus

L. plantarum.
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Tabelle 3.4 Proteinidentifizierung und Ergebnisse der Datenbankauswertung
Menge durch HHD beeinflusst wird. Ausfiihrliche Erlduterungen siehe Text.

aller 16 Proteine, deren

N-terminale
Spot | Sequenz interner Homologie Quelle GroBe® | Identitat | p1® | M,® | p1© | M,
Peptidfragmente
d)e) GANGQAIA Ribokinase Lactobacillus 82%
P1 plantarum 306 5.18 | 31.8 | 4.9 60
AARSGADTT, RbskK NP_785739 (24/17)
Lactobacillus
GEISVIGAT Clp protease 87%
p29e rhamnosus 770 576 | 845 | 52 | 85
TQDERYR ClpL AAKBA290 (14/16)
e) Unbekannte Lactococcus lactis 100%
P3 YHNLIVSDQLK Funktion AF216814_10 820 (11/11) 5.01 | 96.7 55 90
. . Lactobacillus o
P4 MTGVKVHNK ng;if;’sxé” acidophilus 310 1(8%" 506 | 337 | 58 | 35
YP_194727.1
Lactobacillus
Trehalose and . 100%
PSE) IFEVDPWK gasseri 758 518 | 87.8 | 4.8 95
maltose hydrolase ZP_00047083.1 (8/8)
TYLAQTLAK, Lactobacillus o
P6? | NLTTGDLVKFGLIP C'pgﬁofase johnsonii 421 ég%) 539 | 466 | 51 | 50
EFIGR p AAS08833.1
e) Hypothetical Lactococcus lactis 100%
P7 SISKNGHFR protein yudG 425308242 314 (9/9) 497 | 348 | 46 | 35
FOLTDIPAAPR, Heat shock Lactobacillus 100%
pg®) NGIVNVSAK, protein 70 sanfranciscensis 614 (31/35) 476 | 663 | 4.4 | 75
NGEIQVGEVAK DnaK CAC86402
d) e) AAVEEGFVP GroEl Oenococcus oeni 88%
P9 GGGTAFINILK Hsp 60 ZP_ 00319095 541 (16/18) | 48| 573 | 48 | 65
Exopoly- .
; Lactobacillus o
P10° RVVMALLK bsiggcmrg?s acidophilus 351 1(3%’ 9.86 | 399 | 54 | 40
ynth YP_194580.1
protein -
3-P-shikimate 1- Lactobacillus 100%
P11° LTNVGLNPTR carboxyvinyl- plantarum 432 (10/18) 8.01 | 46.0 | 5.9 45
transferase NP_785560.1
Lactobacillus
LAVVPILR, UMP pyrophos- . 100%
PlZe) sakei 209 541 | 22.8 5.4 25
VGHIGMYR phorylase 0i22654171 (16/16)
e) Elongation factor | Lactococcus lactis 100%
P13 GITINTAHIEYETEK TU gi25299411 395 (15/15) 4.89 | 43.2 49 50
DNA-directed Lactobacillus 100%
P14° IPLTHSR DNA polymerase plantarum 565 (8/8)0 513 | 62.7 | 5.1 60
11l gamma subunit NP_784458.1
Glutamate- Lactobacillus 100%
p15% NSSSGYTNR cysteine ligase plantarum 412 (9/9)0 6,26 | 459 | 6.7 40
(putative) NP_785798.1
Lactobacillus
FANNRAAAV 87%
p16Y GapDH plantarum 340 530 | 364 | 60 | 35
NTIPHSSGAAK NP_784534 (14/16)

a) Aminosdurekettenldnge des homologen Proteins gemédfl Datenbankeintrag

b) Theoretisch berechnete Werte fiir pl und M, des homologen Proteins mittels entsprechender Software

(http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html)
¢) Aus den 2D-Gelen geschitzte Werte fiir pl und M; des jeweiligen Proteins aus L. sanfranciscensis
d) Bestimmung der N-terminalen Sequenz interner Peptidfragmente mittels Edman-Abbau (Scheyhing 2002)
e) Bestimmung der N-terminalen Sequenz interner Peptidfragmente mittels nano-ESI-LC-MS/MS
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Die hohe Ubereinstimmung zwischen den berechneten Werten der molekularen Massen und
isoelektrischen Punkte der homolgen Proteine und den aus den 2D-Gelen abgeschitzten
Werten der Proteine von L.sanfranciscensis Dbestéitigten die Ergebnisse der
Proteinidentifizierungen. Die einzige signifikante Abweichung beim Vergleich der
molekularen Massen zeigte das Protein P1 (Ribokinase) im Vergleich zum entsprechenden
homologen Protein (Tabelle 3.4; Zeile 1). Mit ca. 60 kDa war das Protein P1 ungefihr doppelt
so gro3 wie alle bisher beschriebenen Ribokinasen aus verschiedensten Organismen. Die
Ursache fiir das hohe Molekulargewicht dieses Proteins sollte durch die Identifizierung und
Charakterisierung des entsprechenden Gens und des daraus resultierenden Enzyms unter

anderem im néchsten Teil dieser Arbeit aufgeklart werden.

3.5 Identifizierung und Charakterisierung ausgewihlter Gene und Proteine

Fiir die Charakterisierung bisher unbekannter Proteine ist es unerldsslich, die gesamte
Aminosduresequenz zu kennen. Da die vollstindige Sequenzierung von Proteinen extrem
aufwendig ist, wird im Regelfall die Aminosduresequenz aus der jeweiligen Gensequenz
abgeleitet. Wéhrend bei einem Organismus, dessen Genom komplett sequenziert ist die jeweils
bendtigte Gensequenz in Datenbanken abgerufen werden kann, muss bei einem Organismus,
dessen Genom wie bei L.sanfranciscensis noch nicht vollstindig entschliisselt ist, die
jeweilige Gensequenz erst noch mittels reverser Genetik identifiziert werden. Dazu werden
unter Zuhilfenahme des genetischen Codes von den bekannten Peptidsequenzen degenerierte
Oligonukleotide abgeleitet und als Primer fiir die inverse PCR eingesetzt. Genomische DNA
wird mit einem spezifischen Restriktionsenzym geschnitten, danach ligiert und als DNA-
Template eingesetzt. Dadurch, dass die Primer nach auBBen gerichtet sind, beinhalten die PCR-
Produkte neue, noch unbekannte Sequenzinformationen. Nach Sequenzierung dieser PCR-
Produkte koénnen neue Oligonukleotide konstruiert werden. Das Verfahren wird dabei so oft
wiederholt bis die gewliinschte Gensequenz komplett bekannt ist.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und ndhere Charakterisierung einiger
ausgewihlter Proteine, deren Konzentration in den Zellen von L. sanfranciscensis unter
Hochdruck zunahm und die somit aktiv an einer mdglichen Stressantwort beteiligt sein
konnten. Darunter befinden sich typische Stressproteine wie ClpL, ClpX, DnaK oder GroEL.
Aber auch ein im Zusammenhang mit Stressreaktionen bisher noch nicht beschriebenes Protein
mit Homologie zu Ribokinasen (RbsK) sollte charakterisiert werden. AuBBerdem wurde auch
der Transkriptionsregulator CtsR analysiert, der bei Milchsdurebakterien an der Regulation

verschiedenster Stressgene beteiligt ist.
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3.5.1 Ribokinase / Ribose-5P-Isomerase (P1)

Ausgehend von der Peptidsequenz des Proteins P1 (Tabelle 3.4) konnte nach mehreren Zyklen
inverser PCR der komplette Leserahmen des entsprechenden Gens mit einer Linge von 1623

Basenpaaren identifiziert werden (Abbildung 3.5).

ATGAAAAAAATTATTGTCGTCGGTTCGACTAATGTAGATAAAGTTCTAAATGTTGAAAAATATGCCCTTCCAGGTGAAA
CTTTGGCTATTAATACTTACCAACAATCACATGGTGGTGGTAAAGGTGCTAACCAAGCTATTGCAGCTGCTCGTTCTG
GAGCAGACACTACATTTATTACTAAACTAGGTAATGATGAAGATGCGAAAATGATGGTTAAGGGTTTTAAAGCAGACG
GAATGAATATTGACGATGTGATTACAACCACCGATCAAGAAACCGGAAAAGCTTACATCACTGTTGATAAATCAGGTCA
AAATTCGATTTATGTCTATGGTGGTGCAAATATGGCCATGACTCCTACTGATGTTGACGCCCACAAATCGGCAATTATT
AATGCTGATCGTGTAATTGCTCAATTGGAAATTCCTGTTCCAGCAGTTATTGAGGCCTTTAAGATTGCGAAAGAACATG
GCGTACAGACGATTTTGAACCCAGCTCCTGCTAAGGAACTTCCAGAAGAATTACTAAAATTAACAGATATTATTACTCC
TAATGAATCAGAAGCAGCAACCTTAACTGGAATTGAAGTTAAAGATGAAACATCGATGTTAGCCAATGCAAAATTCTTC
TTTGAAAGAGGAATTAAGATGGTTATAATCACCGTTGGTGGGCGTGGCTCGTTTTTTGCTACCCCAGATGACCATGCT
TTAATTCCACCATTTCCAGCAAAGGTAGTTGATACTACTGCAGCCGGAGATACCTTTATTGGTTCTCTTGCATCACAAC
TAGAAATTGATTTGTCAAATATTCGAAAAGCAATGCTTTATGCTAGTCATGCTTCATCATTAACTATTCAAGTTGCAGGT
GCACAGAATTCAATTCCAACCAGAGAAGCAATTTTGAATGTCATTAATCAAGATCAGATGACTAAAACAGAAATTGAAA
AACAAAAAGCTCAAGCTGCAGCCTATGCTGCTAAACTTGTTCCTGACCATATTGTATTGGGATTGGGATCAGGAACAA
CAGCTGCTTACTTTGTTAAAGCCATTAATCAACGAATCAATGATGAGCATTTAGATATTCAATGTGTTGCAACTTCAGT
GGGGACAGAAAAATTAGCTGAAAAGTTGGGCATGCGGATGTTAGATGTTAACACTATTGATCAAGTAGATTTAACGGT
TGATGGTGCGGATGTTGTTGATCATCAACTTAACGGAATTAAAGGTGGTGGTGCAGCACTACTATTTGAAAAACTTGTT
GCTGATATGTCTAAGCAAAATATCTGGATTGTTGATCAGAGTAAATACACCGATTCTTTAGCTGGGCATATTTTAACAA
TTGAAGTAATTCCTTTTGGTGGAATGGGAGTCTTTCGTTATTTGAAGGAAAATGGATATCAACCAGAATTTCGCTTTAA
AGATAACGGTGATATATTGGAAACTGATTCAGGTAATTATTTAATTAACATTATCATTCCAAAAGATGCTGACTTAGAAA
AATTATCCATTGATTTGAAGAAGCAAACTGGAGTAGTAGAACACGGGTTGTTCTTAAATGTTTGTGACGAATTAATTATT
GGTGGAGATCAAATTAAAACAATTAAGCGTTCAGATCTATCTTAA

Abbildung 3.5 Komplette Gensequenz des zu einer Ribokinase homologen Proteins P1 aus
L. sanfranciscensis. Die Sequenz wurde ausgehend von der Aminosduresequenz eines internen
Peptidfragments mittels inverser PCR aufgeklart. Start- und Stopkodon der 1623 bp langen Sequenz sind
unterstrichen.

Eine Southern Blot Analyse, bei der die ECORV geschnittene chromosomale DNA drei
verschiedener Stimmen von L. sanfranciscensis (TMW 1.52, 1.53 und 1.392) aufgetrennt und
mit einer flir dieses Gen spezifischen DIG-markierten DNA Sonde hybridisiert wurde, ergab in
allen Fillen ein einzelnes, deutliches Signal mit einer Gréfe von ca. 3500 bp (Abbildung 3.6).
Da in der DNA Sequenz der Sonde keine ECORV Schnittstelle vorhanden ist, konnte davon
ausgegangen werden, dass nur eine einzige Kopie dieses Gens im Chromosom von
L. sanfrancicensis vorkommt. Auch Pseudogene, die bei den gewihlten Bedingungen mit der
spezifischen Sonde hybridisieren kdnnten, sind im Genom von L. sanfranciscensis anscheinend

nicht existent.
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1.52 1.53 1.392

— S S | 3500 bp Abbildung 3.6 Southern Blot Analyse mit einer
fiir dasGen pl spezifischen Sonde. Die mit
ECORV geschnittene chromosomale DNA drei
verschiedener Stimme von L. sanfranciscensis
(TMW 1.52, 1.53 und 1.392) wurde im Agarosegel
aufgetrennt und mit einer fir das Gen pl
spezifischen Sonde hybridisiert. Die GrofBle des
Signals wurde mit einem DNA Standard bestimmt
und ist am rechten Bildrand dargestellt.

Das Gen kodiert fiir ein Protein bestehend aus 540 Aminosduren (Abbildung 3.7). Durch
Berechnung der Werte fiir das gesamte Protein P1 wurde ein theoretischer isoelektrischer
Punkt von 4,99 und ein molekulares Gewicht von ca. 58,1 kDa ermittelt. Somit stimmt das
berechnete Molekulargewicht mit dem aus den 2D-Gelen abgeschitzten Gewicht des Proteins
P1 iiberein. Der Grund fiir das hohe Molekulargewicht im Vergleich zu allen bisher bekannten
Ribokinasen wird ersichtlich, wenn man die gesamte Sequenz des Poteins auf Homologien
untersucht. Eine ,blastp“-Datenbanksuche zeigte, dass zwei konservierte Domédnen in dem

Protein vorhanden sind.

MKKIIVVGSTNVDKVLNVEKYALPGETLAINTYQQSHGGGKGANQAIAAARSGADTTFITKLGNDEDAKMMVK
GFKADGMNIDDVITTTDQETGKAYITVDKSGQNSIYVYGGANMAMTPTDVDAHKSAIINADRVIAQLEIPVPAVI
EAFKIAKEHGVQTILNPAPAKELPEELLKLTDITPNESEAATLTGIEVKDETSMLANAKFFFERGIKMVIITVGGR
GSFFATPDDHALIPPFPAKVVDTTAAGDTFIGSLASQLEIDLSNIRKAMLYASHASSLTIQVAGAQNSIPTREAIL
NVINQDQMTKTEIEKQKAQAAAYAAKLVPDHIVLGLGSGTTAAYFVKAINQRINDEHLDIQCVATSVGTEKLAE
KLGMRMLDVNTIDQVDLTVDGADVVDHQLNGIKGGGAALLFEKLVADMSKQNIWIVDQSKYTDSLAGHILTIE

VIPFGGMGVFRYLKENGYQPEFRFKDNGDILETDSGNYLINIIPKDADLEKLSIDLKKQTGVVEHGLFLNVCDE
LIIGGDQIKTIKRSDLS

Abbildung 3.7 Komplette Aminosiuresequenz des Proteins P1 aus L.sanfranciscensis. Das
theoretische Molekulargewicht der Sequenz betréigt 58,1 kDa und besitzt einen berechneten isoelektrischen
Punkt von 4,99. Die mittels Edman-Abbau urspriinglich ermittelte Peptidsequenz ist unterstrichen. Der
vordere Teil des Proteins weist hohe Homologien zu Ribokinasen auf. Der hintere Teil des Proteins (kursiv
dargestellt) besitzt groBe Ubereinstimmungen mit verschiedenen Ribose-5-P-Isomerasen.

Die ersten 308 Aminosduren (924 bp) besitzen sehr hohe Ahnlichkeit zu verschiedenen
Ribokinasen aus unterschiedlichsten Organismen. Das fiir diesen Proteinteil berechnete
Molekulargewicht liegt mit 32,8 kDa in der gleichen Gréenordnung wie es flir Ribokinasen

typisch ist. Auch der pl von 5,0 stimmt mit dem von anderen Ribokinasen {iberein.
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Die Analyse der zweiten Domine des Proteins zeigte dagegen sehr hohe Ubereinstimmungen
mit Ribose-5-Phosphat-Isomerasen aus unterschiedlichen Organismen. Die berechneten Werte
fiir die 232 Aminosduren (696 bp) groe Enzymdoméne ergeben einen isoelektrischen Punkt
von 4,96 und ein Molekulargewicht von 25,4 kDa. Damit besteht auch hier eine gute
Ubereinstimmung mit Werten anderer Ribose-5-Phosphat-Isomerasen.

Um zu tberpriifen, ob das in dieser Form erstmals beobachtete ,,2-Doménen-Enzym* auch
tatsidchlich die vorhergesagten Funktionen einer Ribokinase und einer Ribose-5-P-Isomerase
besitzt, wurde eine biochemische Charakterisierung des Proteins P1 durchgefiihrt. Dazu wurde
die Gensequenz des gesamten Proteins, bzw. die Sequenzen der beiden -einzelnen
Enzymdoménen jeweils in einen Expressionsvektor kloniert und heterolog in E. coli
iiberexprimiert. Als Expressionssystem wurde zunédchst das Plasmid pET3a (Novogen)
zusammen mit dem E. coli Expressionsstamm BL21 Lys (DE3) gewéhlt. Die entsprechenden
Gene wurden bei diesem Vektor vor einen mit IPTG induzierbaren Promotor kloniert.
Gleichzeitig wurde dabei die Sequenz fiir sechs Histidine an das Ende des Gens angehingt.
Aufgrund der hohen Affinitit des so genannten 6xHis-tags zu Nickel war es mdglich nach der
induzierten Genexpression die heterologen Proteine mit einer entsprechenden Sdule mittels

FPLC zu reinigen (siche Abbildung 3.8).

Unspezifisches Elutionsgradient
Proein

Spezifisches Protein

Abbildung 3.8 Typisches FPLC-Chromatogram der Aufreinigung eines Proteins (am Beispiel RbsK)
mit 6xHis-tag mittels einer Ni-Sepharose Sdulen. Nach Auftragung des gesamten Proteinrohextraktes
wurde solange mit Puffer gespiilt, bis alle unspezifischen Proteine von der Sdule gewaschen sind und nach
dem ersten Peak die Nulllinie wieder erreicht ist. Danach wurde die Konzentration des Elutionspuffers
langsam von 0% auf 100% erhoht (Elutionsgradient). Das spezifische Protein wurde von der Saule eluiert
und in den jeweiligen Fraktionen gesammelt. Um die Konzentration des spezifischen Proteins zu erhéhen,
kann die Beladung der Sdule mit dem Proteinextrakt vor der Elution ebenfalls erhdht werden.
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Die Expression und Aufreinigung der beiden einzelnen Dominen (Ribokinase bzw. Ribose-5-
P-Isomerase) war sehr erfolgreich (Abbildung 3.9). Wahrend hier die Reinheit und Ausbeute
der jeweiligen Proteine sehr hoch waren, konnte das gesamte Protein P1 aufgrund der Bildung
so genannter ,.inclusion bodies* zwar heterolog in E. coli exprimiert, mit den zur Verfiigung
stehenden Mitteln aber nicht aufgereinigt werden. Weder die Zugabe von Sorbit zum Medium,
noch Verdnderungen der Induktions- bzw. Inkubationsbedingungen nach der Induktion

(Temperatur, IPTG-Konzentration, O,-Versorgung) fiihrten zu einer Verbesserung.

L rpi RE rbsKk RE L
— ~~ .
- ‘- | 7/5kDa
- ‘W | 50kDa Abbildung 3.9 Auftrennung der
Proteinextrakte der beiden einzeln
— 4 ——

RbsK (Ribokinase) und Rpi (Ribose-5-
P-Isomerase) des Proteins P1. Fiir die
pr— heterologe Expression in E. coli BL21 Lys
r— . o o5KkDa (DE3) wurde der Vektor pET3a
verwendet und mit ITPG induziert. Es
20kDa wurde jeweils 1 ul der verschiedenen
Proteinlosungen aufgetragen. Das SDS-
Gel wurde mit Coomassie-Blue geférbt.
L,L = GroBenstandard; ,RE“ =
Rohextrakt nach Induktion; ,,rpi*/,,rbsK*
= jeweils gereinigte Proteinldsung.

. -— 37kDa iiberexprimierten Enzymdomiinen

l

15kDa

Aus diesem Grund wurde das komplette Gen in alternative Expressionsvektoren kloniert und
versucht in verschiedenen E. coli Stimmen heterolog zu exprimieren. Zwar war eine schwache
Expression mit dem Vektor pGEX 4T-1 (GE Healthcare) moglich (nicht gezeigt), ein deutlich
besserer Erfolg konnte aber mit dem Expressionssystem bestehend aus dem Expressionsstamm
E. coli TOP10 und dem Expressionsvektor pPBAD/Myc-His A (Invitrogen) erreicht werden.
Dieser Vektor besitzt einen durch Arabinose induzierbaren Promotor. Aufgrund der
schwicheren Induktion der Genexpression im Vergleich zum IPTG induzierbaren Promotor
war mit diesem System die Proteinmenge zwar geringer, dafiir wurden aber keine ,,inclusion
bodies“  gebildet und die  etablierte = Aufreinigungsmethode  mittels  Ni-
Affinitdtschromatographie konnte aufgrund des vorhandenen His-tags trotzdem durchgefiihrt
werden (Abbildung 3.10). Die Molekulare GroBe des gesamten Proteins von ca. 63 kDa stimmt
mit dem Wert aus den 2D-Gelen iiberein und entspricht der Summe der beiden einzelnen

Doménen (RbskK ca. 35 kDa, Rpi ca. 28 kDa).
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vor |. nach I. L rbsk/rpi

250kDa

150kDa

—— 100kDa
— 75kDa Abbildung 3.10 Auftrennung der einzelnen
_ Proteinextrakte vor und nach Expression des
—  —— Proteins P1 bzw. nach Aufreinigung. Fiir die
-— 50kDa heterologe Expression in E. coli TOP10 wurde
5 = = der Vektor pPBAD/Myc-His A verwendet und mit
— — Arabinose (10 mM) induziert. Es wurden jeweils
- e 37kDa 3ul  der verschiedenen  Proteinlosungen
aufgetrennt. Das SDS-Gel wurde mit Coomassie-

Blue geférbt.

L = GroBenstandard; ,,vor 1.“ = Rohextrakt
—— 25kDa vor Induktion mit Arabinose; ,nach 1“ =
Rohextrakt nach Induktion mit Arabinose;
20kDa ,Ipi/tbsK* = gereinigtes Protein P1 mit beiden

Doménen,;

Nach erfolgreicher Expression und Aufreinigung des gesamten Proteins P1, bzw. der beiden
einzelnen Proteindomédnen, sollte im Anschluss daran die Funktion mittels geeigneter
Enzymtests untersucht werden.

Fiir den Nachweis der Ribokinase-Aktivitdt wurde ein pH-Wert abhidngiger Nachweis gewahlt
(Andersson 2004). Da bei der Reaktion von Ribose mit ATP zu Ribose-5-P und ADP ein H"
freigesetzt wird, findet eine Ansduerung des Mediums statt. Durch Anderung der Farbe des
pH-Indikators Phenolrot und somit durch eine Absorptionsverdnderung bei 448 nm kann die
Enzymaktivitit in Abhangigkeit der Zeit gemessen werden. Nach Zusammensetzung des
Reaktionspuffers (KCl, Mg,Cl, ATP, Phenolrot und Enzymldsung) wurde direkt in der
Reaktionskiivette mit NaOH der pH-Wert auf 6,6 eingestellt. Die eigentliche Enzymreaktion
wurde dann durch Zugabe der Ribose als Substrat gestartet (Kapitel 2.2.2.9).

Wurde die Reaktion unmittelbar nach Ansetzen des Puffers gestartet, kann erst nach einer
gewissen Zeit (5 bis 60 min nach Reaktionsstart) eine Absorptionszunahme gemessen werden
(in Abbildung 3.11 a) nach ca. 22 min). Die Zeitdauer scheint dabei indirekt proportional zur
eingesetzten Enzymmenge zu sein.

Wurde die Reaktion hingegen erst nach einer gewissen Inkubation des Enzym-Puffer-
Gemisches durch die Zugabe der Ribose gestartet, ist eine Absorptionsinderung bei sonst

gleichen Bedingungen schon nach kurzer Zeit messbar (in Abbildung 3.11 b nach ca. 2,5 min).
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Abbildung 3.11 pH-Wert abhiingiger, chromogener Assay zur Messung der Ribokinaseaktivitit
mittels Absorptionsmessung bei 448 nm. Eine durch Ansduerung des Mediums verursachte
Farbverdnderung des pH-Indikators Phenolrot wird in Abhédngigkeit der Zeit gemessen. a) Bei
unmittelbarem Reaktionsstart nach Zusammensetzung des Enzym-Ansatzpuffers vergeht eine ldngere
Dauer bis zu einer messbaren Absorptionsédnderung. b) Wird der Start der Reaktion nach dem Ansatz des
Puffers verzogert, findet die Anderung der Absorption unmittelbar darauf statt.

Die Versuche wurden mit verschiedenen Enzymmengen unter ansonsten identischen
Bedingungen jeweils mindestens dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass mit zunehmender Enzymmenge die Zeit zwischen Reaktionsstart und
messbarer Absorptionsdnderung proportional abnimmt und die Reaktionsgeschwindigkeit
entsprechend zunimmt. Wurde die Menge des Substrates Ribose verdndert, konnte ebenfalls
eine deutliche Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet werden. Dies war sowohl in
der Zeit zwischen Reaktionsstart und messbarer Absorptionsinderung, als auch in der
Absorptionsédnderung in Abhdngigkeit der Zeit (Steilheit der Kurve) ersichtlich (Abbildung
3.12).

Durch erneute Zugabe von Ribose zu einem Ansatz, bei dem die Absorptionsdnderung bereits
ein Plateau erreicht hat, konnte eine weitere, sofort einsetzende Absorptionszunahme gemessen
werden. Dies konnte solange wiederholt werden bis der pH-Wert so niedrig ist, dass der
Reaktionsansatz aufgrund des vollen Farbumschlags des Indikators eine tiefrote Féarbung
besitzt und die ODugg bei ca. 3,5 liegt.

Die Zugabe von Enzym, welches flir 5 min bei 85°C inaktiviert wurde, fithrte zu keiner
Verdnderung der optischen Dichte. Alle Versuche wurden nicht nur mit dem gereinigten

Protein P1, sondern auch mit der gereinigten Ribokinase-Domaéne alleine durchgefiihrt.
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Abbildung 3.12 Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von Ribokinase in Abhiingigkeit
der Substratkonzentration Ribose. Mit abnehmender Substratkonzentration (50 mM bis 12,5 mM)
konnte eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit sowohl durch eine verringerte
Absorptionsédnderung iiber die Zeit, als auch durch eine Zunahme der Zeit zwischen Reaktionsstart
und messbarer Absorptionsidnderung festgestellt werden. Analoge Beobachtungen wurden bei
konstanten Substratkonzentrationen und steigenden Enzymkonzentrationen gemacht (ohne
Abbildung)

Fir die Messung der Ribose-5-P-Isomerase (RPI) Aktivitit stand keine geeignete
Nachweismethode zur Verfiigung. Aus diesem Grund wurde versucht die Phosphorylierung
von Ribose zu Ribose-5-P und die weitere Isomerisierung zu Ribulose-5-P mittels HPLC-
Analyse nachzuweisen. Dazu wurden die einzelnen Zucker auf einer AminoPac PA10 Siule
(Dionex) aufgetrennt. Erste Versuche wurden mit Ribose als Standardsubstanz durchgefiihrt
(Abbildung  3.13). Eine reine, 1:1000  verdiinnte  Riboselosung (100 mM
Ausgangskonzentration) ergab dabei einen eindeutigen Peak nach ca. 11 min (Abbildung
3.13/1). Der Zusatz der bendtigten Puffersubstanzen (KCl, Mg,Cl, ATP) fiihrte zu keiner
signifikanten Verdanderung der Elutionszeit (Abbildung 3.13/2). Auch nach Zugabe des durch
Hitze inaktivierten Enzyms mit Ribokinase-Aktivitit konnte nur der eine Elutionspeak
beobachtet werden (Abbildung 3.13/3). Erst nach Zugabe des gereinigten Proteins P1 bzw. der
Ribokinase-Doméne des Proteins Pl und nach entsprechender Inkubation, konnte eine
Abnahme des Ribose-Peaks und das Auftreten eines neuen Peaks nach 41 min Elution
beobachtet werden (Abbildung 3.13/4).

Besitzt das zugegebene Enzym die vermutete Ribokinase-Aktivitit, sollte der neu entstandene
Peak auf die Entstehung von Ribose-5-P zuriickzufiihren sein. Die eindeutige Bestitigung
konnte nur mit einem Ribose-5-P Standard erbracht werden. Daher wurde eine Ribose-5-P

Referenzsubstanz erworben und weitere Analysen durchgefiihrt (Abbildung 3.14).
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/ Ribose

Ribose-5-P ?

Abbildung 3.13 Qualitative Messung der Ribokinase-Aktivitit mittels HPLC-Analyse (AminoPac).

»1° = Ribose-Eichlosung; ,,2° = wie ,,1* + Puffersubstanzen; ,,3*
Ribokinase-Aktivitat; ,,4

wie ,,2° + inaktives Enzym mit
wie ,,2% + aktives Enzym mit mit Ribokinase-Aktivitdt — neuer Peak;

Dabei zeigte sich, dass eine Pufferlosung, bestehend aus ATP, KCl, Mg,Cl und gleichen

Anteilen von Ribose und Ribose-5-P die zwei beobachteten Peaks nach ca. 11 min und ca.

41 min besitzt (Abbildung 3.14/1). Gab man zu einer Pufferlosung mit Ribose-5-P als

einzigem Zucker intaktes Enzym mit Ribokinase-Aktivitit, konnte nur der Ribose-5-P Peak

detektiert werden (nicht abgebildet). Das gleiche Ergebnis erhielt man, wenn inaktiviertes

Protein P1 oder inaktiviertes Protein, welches nur die RPI-Doméne besitzt, in den Ansatz

gegeben wurde (Abbildung 3.14/2).

8

8

Ribose

Ribulose-5-P?

/

Ribose-5-P

Abbildung 3.14 Qualitative Messung der Ribose-5-P-Isomerase-Aktivitit mittels HPLC-Analyse
(AminoPac). ,,1“ = Ribose- + Ribose-5-P-Eichlosung + Puffersubstanzen; ,,2 = Ribose-5-P in
Reaktionspuffer + denaturiertes Protein P1 bzw. Protein mit Ribose-5-P-Isomerase-Aktivitat; ,,3* =
wie ,,2% + aktives Enzym P1 — neuer Peak; ,,4“ = wie ,,2 + aktives Enzym mit Ribose-5-P-Isomerase-
Aktivitdt — neuer Peak;
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Wurde hingegen aktives Protein P1 dem Ansatz mit Ribose-5-P zugesetzt, trat ein zusétzlicher
Peak bei ca. 12 min auf (Abbildung 3.14/3). Ein identisches Ergebnis zeigte sich auch nach
Zugabe des aktiven Proteins mit der RPI-Doméne alleine (Abbildung 3.14/4).

Auch in diesem Fall konnte der neu entstandene Peak (12 min) nur nach Analyse der
entsprechenden Standardsubstanz Ribulose-5-P zugeordnet werden. Nach Beschaffung einer
mindestens 80% reinen Ribulose-5-P Probe war die endgiiltige Zuordnung aller drei Zucker
moglich (Abbildung 3.15). Dazu wurden neben einem Gemisch aus Ribulose-5-P und Ribose-
5-P auch beide Substanzen einzeln aufgetrennt (Abbildung 3.15/1-3). Um den nur geringen
Unterschied der Elutionszeit zwischen Ribulose-5-P und Ribose deutlich zu machen (vgl. dazu
auch Abbildung 3.14), wurde im selben HPLC-Lauf zusétzlich noch eine Ribose-Losung
analysiert (Abbildung 3.15/4). Auch wenn die Peaks von Ribose und Ribulose-5-P sehr nahe

beieinander liegen, ist ein eindeutiger Unterschied zu erkennen.

Ribose-5-P

0 Ribose /
600
Ribulose-5-P

Abbildung 3.15 Qualitative Messung von Ribose, Ribose-5-P und Ribulose-5-P mittels HPLC-
Analyse (AminoPac). ,,1° = Ribose-5-P +Ribulose-5-P; ,,2 = Ribulose-5-P; ,,3“ = Ribose-5-P; ,,4“ =
Ribose;

Somit konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdten des Proteins P1 bzw. die seiner einzelnen
Untereinheiten mit den Vorhersagen iibereinstimmen. Neben der Bildung von Ribose-5-P aus
Ribose durch die Ribokinase konnte auch die Isomerisierung zu Ribulose-5-P durch die
Ribose-5-P-Isomerase gezeigt werden. Dariiber hinaus konnte auch die umgekehrte Reaktion
von Ribulose-5-P zu Ribose-5-P sowohl durch das komplette Protein P1, als auch durch die

RPI-Doméne alleine nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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3.5.2 ATP-abhingige ClpL Protease (P2)

Die gefundene Peptidsequenz des hochdruckinduzierten Proteins P2 besitzt starke Homologien
zu ClpL-Proteasen (Tabelle 3.4). Um diesen Befund zu verifizieren, wurde auch dieses Protein
ndher charakterisiert. Aus der internen Peptidsequenz abgeleitete, degenerierte Oligonukleotide
wurden dabei als Primer fiir eine erste inverse PCR Reaktion verwendet. Nach Sequenzierung
des PCR Produkts und anschlieender Durchfiihrung weiterer inverser PCR-Reaktionen konnte
die komplette Gensequenz inklusive Stopkodon mit einer Grofe von insgesamt 2142 bp

identifiziert werden (Abbildung 3.16).

ATGGCAAACAACGGTTTTGGAAACGACCCATTTGGCGGAAGCGGAATGGATGACATTTTCAATAGTTTATTTAACAACA
TGGGAAATGACGCAAATGCTCGTTACTCTGTTAATGGACACGTACTAACTCCTGAACAAGTCGCAGAAATGCGTAGAAC
AGGTCAAATTCCTGGTCAAATTGGTAGTCATAACGGTGCTACCCCTACTCAAGCAAAACAACAACAAAAGGCAGAAAGT
TACCTTGATAAAATTGGCCGTAACTTAACTGATGAAGCTAAACAAGGTTTTCTTGATCCAGTTATTGGTCGTGATAAAGA
AATTCAAGAAACGGCTGAAATTTTAAGTCGTCGAATTAAAAATAACCCAATCTTAGTTGGTGATGCCGGTGTTGGTAAAA
CTGCTATCGTTGAAGGTTTAGCTCAAAAAATTGTTAAGGGAGATGTTCCTGCAACAATTAAAGACAAACAAGTTATTTCA
ATCGATCTTTCTTCATTAGAAGCCGGTACTCAATACCGTGGTGCTTACGAAGAAAACATCCAAAAATTAGTTGAAGAAGT
TAAAGAACGTAAGAACGTTATCTTATTCTTTGATGAAATTCACCAAATCGTTGGAGCAGGTGCTTCAGGTGACGAAACT
GGTGGTAAAGGTTTATCAGATATCTTGAAGCCAGCTCTTTCACGTGGTGAAATATCTGTAATTGGTGCTACTACTCAAG
ACGAATACCGTAACACAATTATGAAAGATGCTGCTTTAGCACGTCGTTTCAATGATGTTGTAGTTAACGCTCCTAGCAAA
GACACTACTTTTGAAATCTTAAAAGGAATTCGTAAATCATACGAAGATCATCATCAAGTTAAATTACCAGATGATGTTTTG
AAAGCTGCAATTGAATACTCAGAACAATACATTCCTCAAAGATCATTACCTGATAAAGCAATTGATCTTATCGATATGAC
AGCTGCTCATTTAGCTGCTAAGAACCCTGTTACTGACAAGGTTAGTCTTGAAAAAGAACTTAAAGCTGCTAAAGCCCAA
AAAGCTGCACACGCTAAAGCTGAAAAATTCGAAGAAGCTGCTAAAGATAAAGCTAAGATTGCTGAAATCGAAAAGAAAC
TTAAGAGTGAAACTGATGACACTGAAACACCAGTTGCTAAACCTTCTGATATTGCAGATTCAGTAGAACGTTTAACTGGA
ATTCCAGTATCACAAATGAGTACTGACGATATGGAACGTTTGAAGAGTATGGACAGTCGTTTGAAATCACACATCATCG
GTCAAGATGAAGCTGTTGACGCTGTAGTTGATGCCATTCGTCGTAACCGTGCTGGTTTTGATGACGGTAACCGGCCAA
TCGGTTCATTCTTATTCGTTGGACCTACTGGTGTTGGTAAAACTGAATTAGTTAAACAATTAGCAAAAGACATGTTTAAC
GATGAAGATTCAATTATCCGTCTTGATATGTCAGAATACCAAGATGAAACTGCTGTTTCAAAGATGATTGGTGCTACTGC
TGGTTACGTTGGTTACAACGATAACGGTAATACCCTTACTGAACGTGTAAGAAGAAATCCTTACTCAATCGTCTTACTTG
ATGAAATTGAAAAAGCTAACCCACAAGTTATTACCCTATTACTTCAAGTAATTGATGACGGTCGTTTAACTGATGGTCAA
GGTAACGTGGTTAACTTTAAGAACACAGTTATCATTGCAACTTCAAATGCCGGATTCAGTAGTGATGCAATCACTAAGAA
CCAAAAAGAAGATATGAAGATTATGGATCGTTTAGCTCCATACTTCAGACCAGAATTCTTAAACCGTTTCAACGCTATTG
TTGAATTCAGTCACTTAACTAAGGAAGACTTAAGCAAGATTGTTGATCTTATGATTGATAACTTGAACGACACCTTAGCA
AGAAAAGACATGAAACTTGAAATCAGCGATGAAGTTAAAAACTGGTTGATGGAACAAGGTTACGATGAAGCAATGGGTG
CTCGTCCACTCCGTCGTGTAATTGAACAACAATTACGTGATAAGATTGCTATGTTCTACTTGGATCACCAAGAAATTAAG
AATATTAAAGCTGTTCTTGATCACAAGAATGACACAATTAAAATTGAAGCTAACGAAAAAGCAAGTAAATAA

Abbildung 3.16 Die komplette Gensequenz des zu einer ClpL Protease homologen Proteins P2
aus L.sanfranciscensis. Die Sequenz wurde von der Aminosduresequenz eines internen
Peptidfragments mittels inverser PCR aufgeklért. Start- und Stopkodon der 2142 bp langen Sequenz
sind fett, bzw. unterstrichen dargestellt.

Aus der Gensequenz konnte durch Translation die vollstindige Aminosiduresequenz des

Enzyms mit einer Linge von 713 Aminosduren abgeleitet werden (Abbildung 3.17).
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MANNGFGNDPFGGSGMDDIFNSLFNNMGNDANARYSVNGHVLTPEQVAEMRRTGQIPG
QIGSHNGATPTQAKQQQKAESYLDKIGRNLTDEAKQGFLDPVIGRDKEIQETAEILSRRIKN
NPILVGDAGVGKTAIVEGLAQKIVKGDVPATIKDKQVISIDLSSLEAGTQYRGAYEENIQKLV
EEVKERKNVILFFDEIHQIVGAGASGDETGGKGLSDILKPALSRGEISVIGATTODEYRNTI
MKDAALARRFNDVVVNAPSKDTTFEILKGIRKSYEDHHQVKLPDDVLKAAIEYSEQYIPQR
SLPDKAIDLIDMTAAHLAAKNPVTDKVSLEKELKAAKAQKAAHAKAEKFEEAAKDKAKIAEI
EKKLKSETDDTETPVAKPSDIADSVERLTGIPVSQMSTDDMERLKSMDSRLKSHIIGQDEA
VDAVVDAIRRNRAGFDDGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELVKQLAKDMFNDEDSIIRLDMSEY
QDETAVSKMIGATAGYVGYNDNGNTLTERVRRNPYSIVLLDEIEKANPQVITLLLQVIDDGR
LTDGQGNVVNFKNTVIIATSNAGFSSDAITKNQKEDMKIMDRLAPYFRPEFLNRFNAIVEFS
HLTKEDLSKIVDLMIDNLNDTLARKDMKLEISDEVKNWLMEQGYDEAMGARPLRRVIEQQL
RDKIAMFYLDHQEIKNIKAVLDHKNDTIKIEANEKASK

Abbildung 3.17 Komplette Aminosiuresequenz (713 Aminosiuren) des Proteins P2 aus
L. sanfranciscensis. Das theoretisch berechnete Molekulargewicht der Sequenz betrdgt 78,9 kDa.
Das gesamte Protein besitzt einen theoretisch ermittelten isoelektrischen Punkt von 5,26. Die mittels

Edman-Abbau urspriinglich ermittelte Peptidsequenz ist unterstrichen.

Um das Protein und seine Funktionen im Zusammenhang mit einer Stressantwort in

L. sanfranciscensis im Rahmen zukiinftiger Arbeiten weiter analysieren zu konnen, wurde

versucht dieses Protein heterolog zu exprimieren und aufzureinigen. Dazu wurde das

entsprechende ClpL-Gen zundchst in den schon bewihrten Expressionsvektor pBAD/Myc-

His A kloniert, in E. coli TOP10 transformiert und die Expression mittels Arabinose induziert.

Das exprimierte Protein konnte iiber das angehiingte 6xHis-tags und der bereits erwéhnten Ni-

Affinitdtschromatographie erfolgreich aufkonzentriert werden (Abbildung 3.18).

Nach I. Vor I. L ClpL

150

100

:

20

Abbildung 3.18 Auftrennung der Proteinextrakte
aus der Expression des Proteins P2. Fiir dic
heterologe Expression in E. coli TOP10 wurde der
Vektor pBAD/Myc-His A verwendet und mit
Arabinose induziert. Es wurden jeweils 2 pl der
verschiedenen Proteinldsungen aufgetragen. Das
SDS-Gel wurde mit Coomassie-Blue geférbt.

oL = GroBenstandard; ,,vor 1.“ = Rohextrakt vor
Induktion mit Arabinose; ,,nach 1.“ = Rohextrakt
nach Induktion mit Arabinose; ,,ClpL* = gereinigtes
Protein P2;
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Im Acrylamidgel befindet sich das Signal des gereinigten Proteins knapp iiber der eines
Standardproteins mit 75 kDa und stimmt somit sehr gut mit der theoretisch berechneten Grof3e

von 78,9 kDa iiberein.

3.5.3 DnaK (P8)

Die Peptidsequenz des Proteinspots P8 konnte eindeutig dem DnaK Protein von
L. sanfranciscensis zugeordnet werden, da in diesem Fall die Sequenz des zugehorigen dnaK
Gens von L. sanfranciscensis bereits aufgeklért (Dr. M. Ehrmann) und in der NCBI-Datenbank
unter der Accession-Nummer AJ315382 zu finden ist. Die insgesamt 1842 bp kodieren fiir ein
Protein mit 614 Aminoséduren, das ein errechnetes, theoretisches Molekulargewicht von 66 kDa
und einen isoelektrischen Punkt von 4,8 besitzt. Die vollstindige Sequenzierung und
Charakterisierung des gesamten dnaK Operons inklusive dem entsprechenden Promotor,
Ribosomenbindestellen und Terminator wird in Kapitel 3.6.1 ausfiihrlich beschrieben und in

den Kapiteln 4.5.3 und 4.6.3.6 diskutiert.

3.5.4 GroEL (P9)

Die 18 Aminosduren des internen Peptids von Protein P9 besitzen eindeutige Homologien zu
GroEL-Proteinen anderer Mikroorganismen. Ausgehend von dieser Sequenz wurden
Oligonukleotide fiir die reverse PCR konstruiert. So konnte im Rahmen dieser Arbeit die
komplette DNA-Sequenz des groESL Operons aufgekldrt werden. Neben bereits vorhandenen
Sequenzdaten (personliche Mitteilung M. Ehrmann) und zusitzlichen Sequenzinformationen
aus dem Genomprojekt (Pavlovic 2006) wurde der noch fehlende Teil des Operons identifiziert
(Abbildung 3.19). Der molekulare Aufbau des groESL Operons, bestehend aus den beiden
Genen groES und groEL ist mit allen bisher bei Milchsdurebakterien identifizierten Operons
dieser Art identisch. In der Sequenz zwischen den beiden Genen konnte eine potentielle
Ribosomenbindestelle, aber keine eigene Promotorsequenz fiir groEL gefunden werden
(Abbildung 3.19). Dies bestitigt, dass die beiden Gene auch bei L. sanfranciscensis in einem

gemeinsamen Operon liegen, dessen Aktivitdt von einem Promotor reguliert wird.
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ATGTTACAACCAATTGGTGATCGTGTAATTATTGAGGTTAAAGCTCAAGCAGAA
AAGAATATTGGTGGCATTGTTTTGGCAGAAAATGCTAAACAAAAACCAACAGAA
GGTAAGATTGTTGCAGTTGGAACTGGTCGTATTTTAGACAACGGTGAAAAAATTG
CCCCTGTAGTTAAAGAAGGGGACGTTGTGATGTTTGATAAATACGCCGGAACTA
AAATTGAATATGACGAAAAATCATATTTGGTAATGCACGAAAATGACTTACTTGC
AATTATTAAATAATCTAAAGAACAACTAATGAAGAATAAGAGGTAATTAATATGGC
TAAAGAGATTAAATTTTCTGATGACGCCCGTAGCGAAATGCTTAAAGGGGTCGA
CAAATTAGCAGATACAGTTAAAACTACAATGGGTCCTAAGGGACGGAATGTCGT
TTTGGAAGAAACAGCTGGTAACCCAACCATTACTAATGATGGGGTTACGATTGCT
CGTGCAATTTCATTGCCAGATCATTTCCAAAACATGGGTGCTAAACTAGTCGCTG
AAGTTGCATCAAAAACTAATGATGTTGCTGGTGATGGTACGACAACTGCTACGGT
TTTAACGCAAGCAATTGTTAAAGAAGCGATGAAGAACGTCACTGCTGGTGCTAA
CCCAGTTGGTGTTCGTCGTGGAATCGAAAAAGCAACTGCAGCTGCCGTTGCTGG
GCTTCACAAGATGAGTCACAAAGTGGAAAACAAAGAAGATATTGCTCAAATCGC
ATCAATTTCATCTGCCAGTGAAAAAGTTGGTAAATTAATTGCAGATGCCATGGAA
AAAGTTGGTAACGACGGAGTCATTACCATTGAAGACTCTAAAGGGGTTGAAACC
AGCCTTGATGTCGTTGAAGGAATGGAATTTGACCGTGGTTACATGTCACAATACA
TGGTAACTGACCAAGAAAAGATGGAAGCAGATCTTGATAATCCATACATTTTGGT
AACCGATAAAAAGATTAACAACATGCAAGATATCATGTCACTTCTTCAAGAAGTT
GTGCAACAAGGTCGTTCATTGTTAATCATTGCCGATGATATTGGTGGTGAAGTTC
TTCCAACCCTTGTATTAAACAAGATGAGAGGAACCTTCAATGTAGTTGCTGTTAA
AGCACCTGGTTTTGGTGACCGTCGTAAAGGACGAATTCTCGATATCGCTCTTTTG
ACTGGAGCAACTGTCATTACTGATGACTTAGGTCTTGAATTAAAGGACACTACCT
TTGAACAATTAGGTCAAGCTAACAAAGTTAACGTTACTAAAGACAAGACTACGAT
TGTTGAAGGTAAGGGAAGCAAAGAAGCCATTGCTAAACGAGTTAACGAAATTAA
AACTCAATTAGCTGCTACAACTTCACAATTTGATCGGGAAAAACTTCAAGAACGC
CTTGCTAAATTAGCCGGTGGTGTTGCTGTTATCAAAGTTGGTGCTGCTACTGAAA
CTGAATTAAAAGAACGCAAGTACCGCATTGAAGATGCTTTGAACGCAACTCGTG
CTGCCGTTGAAGAAGGCTTTGTTCCCGGTGGTGGTACTGCATTCATCAACATTCT
TAAAGACGTTGATGCAGTTGAAGCTACTGGTGATGAAAAGACTGGAGTTGAAAT
TGTCAGTCGGGCCTTAGAAGCACCAGTAAAACAAATTGCTGCTAATGCGGGAGT
TGATGGTGCCGTGGTCGTTGATCACTCGAAACAAGAAAAACCAGGAATTGGTTA
CAATGCTGCGGATGACAAATACGAAGATATGATTGCTGCCGCAGTTGTTGATCC
AACCAAGGTTAGTCGCTCAGCACTTCAAAATGCTGCATCTGTTTCATCATTGTTAT
TATTAACGACTGAAGCAGTCGTTGCTGAAAACCAGAAGAAAACAATGCTGCACC
TGCTATGCCACAAGGAATGCCTGGAATGATGTAAAAACATGTAACTAGCTATGTA
AAAGATAATTGTTAAATTCGTTAATAACTTGTCCTATGTGTACATTAGTTTAATGGAT
ATAGAGGAGTCTAGCTATGCTAAATCAAATATTGATAATAAAATGGCTGAAAATTTT
GAATTAATAGTTATAAATTATCTTA

Abbildung 3.19 Sequenz des groESL Operons von L. sanfranciscensis. Die Gensequenzen von groES
und groEL sind fett dargestellt. Die Start- und Stopkodons der beiden Gene sind in groBerer Schrift
gezeigt. Eine potentielle Ribosomenbindestelle (AAGAGG) vor groEL ist kursiv markiert.

Die Aminosduresequenzen von GroES und GroEL sind in den Abbildungen 3.20 und 3.21
gezeigt. Die Proteinsequenz (94 Aminosduren) des insgesamt 282 bp groBlen groES Gens
(10 kDa Chaperonin) stimmt mit bis zu 83% mit GroES Sequenzen anderer Laktobazillen
iiberein. Die Analyse der Proteinsequenz ergibt fiir GroES einen theoretischen isoelektrischen

Punkt von 5,4 und ein molekulares Gewicht von 10,3 kDa.

MLQPIGDRVIIEVKAQAEKNIGGIVLAENAKQKPTEGKIVAVGTGRILDN
GEKIAPVVKEGDVVMFDKYAGTKIEYDEKSYLVMHENDLLAIIK

Abbildung 3.20 Aminosiiuresequenz des Proteins GroES von L. sanfranciscensis. Die Sequenz
besitzt bis zu 83% Ahnlichkeit mit GroES Proteinen verschiedener Gram positiver Bakterien
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Das 538 Aminosduren (1614 bp) grofle GroEL Protein (Hsp 60) ist sehr stark konserviert und
besitzt sogar bis zu 95% Ahnlichkeit mit GroEL Proteinen anderer Laktobazillen. Fiir GroEL
liegen die theoretisch bestimmten Werte bei einem isoelektrischen Punkt von 5,2 und einem

Molekulargewicht von 57,3 kDa.

MAKEIKFSDDARSEMLKGVDKLADTVKTTMGPKGRNVVLEETAGNPT
ITNDGVTIARAISLPDHFQNMGAKLVAEVASKTNDVAGDGTTTATVLT
QAIVKEAMKNVTAGANPVGVRRGIEKATAAAVAGLHKMSHKVENKED
IAQIASISSASEKVGKLIADAMEKVGNDGVITIEDSKGVETSLDVVEGM
EFDRGYMSQYMVTDQEKMEADLDNPYILVTDKKINNMQDIMSLLQEV
VQQGRSLLIADDIGGEVLPTLVLNKMRGTFNVVAVKAPGFGDRRKGR
ILDIALLTGATVITDDLGLELKDTTFEQLGQANKVNVTKDKTTIVEGKGS
KEAIAKRVNEIKTQLAATTSQFDREKLQERLAKLAGGVAVIKVGAATET
ELKERKYRIEDALNATRAAVEEGFVPGGGTAFINILKDVDAVEATGDE
KTGVEIVSRALEAPVKQIAANAGVDGAVVVDHSKQEKPGIGYNAADD
KYEDMIAAAVVDPTKVSRSALQNAASVSSLLLLTTEAVVAENQKKTML
HLLCHKECLE

Abbildung 3.21 Aminosiiuresequenz des Proteins GroEL von L. sanfranciscensis. Die
Sequenz besitzt bis zu 95% Ahnlichkeit mit GroEL Proteinen verschiedener
Milchséurebakterien

3.5.5 ClpX (P6)

Die Sequenz von clpX (kodiert Protein P6) war bisher noch nicht vollstindig entschliisselt.
Allerdings existierte von diesem Gen eine Partialsequenz aus dem Genomprojekt, welche den
Beginn des Gens (Abbildung 3.22) und einen kleinen Teil der davor liegenden Sequenz enthélt
(vgl. Kapitel 3.6.3.4).

ATGAGGAGATTTTTATATGTTGATGATGAAACAAACAAAACAGTTACATGCTCATTTTGCGGAAAATCCCA
AGATCAAGTAAAAAAAATTGTTGCTGGTCCTGGCGTTTACATTTGTAACGAGTGTATCGATTTATGTGAAC
AAATTATGGATACTGAAATTAAATCCCAAAGTGCAGATGAAGAAATTGATGTTTTAACTCCTAAAGAAATC
GTTGATCGTTTAGATCAATATGTAATTGGACAAACTGAGGCTAAAAAAACATTAGCAGTCGCTGTATATAA
CCACTACATGAGAATTAAAGAATTAGCAAAGCGTGATCAAGAAGATACTGAAGGTGATTCAGATATCTAT
AAGACTATTGAATCAGAAACTGAAATTCAAAAAAGCAATATTGCAATGATTGGACCAACTGGTTCAGGAA
AAACTTATATCGCCCAAACGTTGGCTAAAATTATTAACGTTCCATTTGCAATTGCAGATGCTACAACTTTGA
CAGAGGCTGGATATGTTGGCGAAGATGTCGAAAATATTCTCTTAAAATTATTACAAAACGCTGACTTCGAC
GTTGAACGTGCTGAACATGGAATTATTTATATTGATGAAATTGATAAAATTGCCAAAAAAGGCGAGAATGT
TTCAATTACCCGTGATGTTTCTGGTGAAGGGGTTCAACAATCACTTCTTAAAATCCTTGAAGGAACTATTG
CAAATGTTCCGCCAAAGGGTGGACGTAAAAATCCACAACAAGAATTCATTAAAATTGATACAAAAAACAT
CCTCTTTATTGTAGGTGGA....clpX

Abbildung 3.22 Teil der DNA Sequenz des clpX Gens von L. sanfranciscensis. Das Startkodon ist
unterstrichen.
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An der Sequenzierung des kompletten Gens soll in einem nachfolgenden Projekt gearbeitet
werden. Die Translation der clpX Teilsequenz in die entsprechende Aminosduresequenz
(Abbildung 3.23) und ein anschlieBender Homologievergleich zeigt eine Ahnlichkeit von bis

zu 85% mit ClpX-Proteasen verschiedener Gram positiver Bakterien.

MRRFLYVDDETNKTVTCSFCGKSQDQVKKIVAGPGVYICNECIDLCEQIMDTEIKSQSADEEIDVLTPK
EIVDRLDQYVIGQTEAKKTLAVAVYNHYMRIKELAKRDQEDTEGDSDIYKTIESETEIQKSNIAMIGPTGS
GKTYIAQTLAKIINVPFAIADATTLTEAGYVGEDVENILLKLLQNADFDVERAEHGIIYIDEIDKIAKKGENV
SITRDVSGEGVQQSLLKILEGTIANVPPKGGRKNPQQEFIKIDTKNILFIVGG....ClpX

Abbildung 3.23 N-terminaler Teil der Aminosiuresequenz von ClpX aus L. sanfranciscensis. Die
Sequenz besitzt bis zu 85% Ahnlichkeit mit ClpX-Proteasen verschiedener Gram positiver Bakterien

3.5.6 CtsR-ClpC

Die Proteomanalyse zeigte, dass unter HHD zahlreiche Stressproteine wie die ATP-abhédngigen
Clp-ATPasen ClpX (einziges, spezifisch hochruckinduziertes Protein) und ClpL (das am
zweitstirksten induzierte Protein), sowie DnaK, GroEL und ecine Thioredoxin-Reduktase
induziert werden. Daher war es von besonderem Interesse mehr iiber deren Regulation zu
erfahren. Der Transkriptionsrepressor HrcA, der die Expression von Stressgenen der Klasse |
reguliert, ist fiir L. sanfranciscensis bereits bekannt. Clp-ATPasen hingegen zdhlen zu den
Stressproteinen der Klasse I1I, deren Genexpression in der Regel iiber einen so genannten
CtsR-Repressor (class three stress gene repressor) gesteuert wird (Derré et al. 1999 und 2000).
Aus diesem Grund sollte in einem weiteren Teil der vorliegenden Arbeit dieser CtsR-Repressor
bei L. sanfranciscensis identifiziert und charakterisiert werden. Dazu wurden mehrere bereits
bekannte Aminosduresequenzen von CtsR aus verschiedenen Laktobazillen mittels Alignment
verglichen und konservierte Regionen des Repressors ausfindig gemacht. Durch reverse
Translation in die DNA-Sequenz konnten degenerierte Oligonukleotide als Primer fiir inverse
PCR-Reaktionen abgeleitet werden. Mittels reverser Genetik konnte neben der ctsR-Sequenz
zusitzlich auch die komplette Sequenz des im selben Operon liegenden, nachfolgenden clpC
Gens identifiziert werden (Abbildung 3.24).

Zwischen dem 471 bp groBen CtsSR Gen und dem 2460 bp groBen clpC Gen liegt eine Sequenz
von 18 bp, die eine potentielle Ribosomenbindestelle (,, GAAAGAAGG*), aber keinen eigenen
Promotor fiir das clpC Gen besitzt. Beide Gene sind also in einem gemeinsamen Operon

organisiert. Das Ende dieses CtSR-CIpC Operons setzt sich aus einer Sequenz zusammen, die
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eine typische ,,stem-loop* Struktur ausbilden kann und von einem Abschnitt gefolgt wird, der
auffallend viele Thymidin Nukleotide aufweist. Solche Sequenzabschnitte sind typisch fiir rho-

unabhingige Transkriptionsterminatoren am Ende eines Operons.

ATGGCAAGTCATAGTATGTCAGATACTATTGGAGAATATTTAAAAAAATTGTTAGCCGAACGCGATGAAGAGGTAGAAATTCGTCGTTCA
GATATTGCGGAACACTTTGATGTAGTTCCTTCTCAAATTAACTATGTCATTAAAACTCGGTTTACCATTCAGGACGGTTTTGTTGTCCAAAGT
AAACGTGGTGGCGGTGGCTACATTAGAATTGAAAAAATAAACTTAATGGAAGATTCGAATGTTTTTGATCGTTTGATTGACTCAATTGGAGA
CATGATTAGTCAAAAAGATGAAGAAGATATTTTGAAAACTTTACTAAATAACGGACTATTAAATAAACGTGAAGTACATATGGTTGCATCGA
TTCTTACTCATGATGCAATCAATGTGTCTAATTATGAGACAGAAGAAAAAGTGCGGGCAAACGTATTATCAGCTTTATTATGTCGGTTGAAA
TATGAGTGCTAGCTGAAAGAAGGCTATTTAATGGAAGACTCATTAACACCTAGTGCAAAAAAAACACTTATGATTGCGCAAGAACAAGCA
CGTGGTTTTCAACATCAATCGGTTGGAACTGAGCATTTATTATTGGCATTATCCATTGAAAAAAGTGGAATCGCTTACCAAACCTTAAATCA
ACTTTCTGTTACTGAACAGGATGTTAAAGAAGAAATTGAACAAATTGCCGGTTATGGTAATTTACAAAACGACGGAACAACTTATTTGCCAT
ATTCTCCTAAGATGCGTGACATTTTAAATTTAGCTGGTCAAATTGCTAAACAATATGGCAGCAAACGGGTTGGAACGGAACATTTGTTATTA
GCGTTAACTAGCGAAAACGAAATCGTTTCATCAAGAATTCTTAACAGCTTAGGAATTTCTCCTGAAGATGTTCGTAAGATTACGATTCGGAA
AATGGGGGTTCCTGATCAAGGAATACCAACTGAATCTAAGAATGATGACAAAGAAAAAACACCAACGCTTGATTCATTTGCAAAAGATCTT
ACCAAAGCAGCTCGAGATGGCCAACTAGATCCAATTATTGGGCGTGATCAAGAAGTTCGTCGTGCAATTCAAATTTTAAGTCGGCGGACG
AAAAATAATCCAGTTCTAATCGGAGAGCCTGGGGTTGGTAAAACAGCAATTGCAGAAGGACTAGCTCAAAAAATTGTGGAAAAGAAAGTT
CCTCAAGATATGACCAATAAACGTGTTATGGCCCTTGATATGGGAAGCCTAGTTGCAGGGACTAAATATCGTGGGGAATTTGaAAACCGAC
TTAAAAAAATTATTAATGAAATCAAAAGTAACGGACACGTTATTTTATTTGTTGATGAATTGCATACTTTAATTGGAGCTGGAGGAGCAGAA
GGTGCCATTGATGCTTCTAATATTTTAAAGCCAACTTTAGCTCGTGGTGAAATTCAGATGATTGGGGCAACGACCTTAAATGAATACCAAAA
GCATATTGAAGCTGATGCTGCTTTAGAACGTCGTTTTGCCACGGTACAAATTGAAGAACCTAGGGTCGATGAAGCAAAGAAAATTTTGGCT
GGTTTACGACCAAAATACGAAGAATATCATCATGTGAAAATCACCGATGATGCGATTAATGCAGCTGTGGATTTATCAAGTCGTTACATTA
GTGGTCGCTTTTTACCTGATAAAGCCATTGACTTGATGGATGAAGCTGCTGCTAAAGTTCGAATTGATGCAATGGGAGATTCTACTGAATTA
GTTAAGCAACAACGTGAACTTGATGAAGCAAGGTCGAATAAAGATCGTGCCATTGAAGAACAACGTTTTGACGATGCTGTAACTTTTCGTA
GTCAAGAACAACAACTGGAAAAATCGGTTGCTGCTCTAATGGAAAAAGACAAAAAGAAACGTGAACATGAAAATAAGCAACATAACTATA
AACTCAAAGAAAACTCAGAGTCAGTTGCGCAAATTGTTGCTGAATGGACAGGCATTCCAGTTACGCACCTTAAGAAAACGGATGCAGATC
GATTGGTTAACTTGGAAAATGTATTGCATAAACGGGTGATTGGGCAAGATGAGGCGGTTACTGCAGTTGCTAAAGCAGTAAGAAGAGCTC
GAAGTGGATTGAAAGATCCTAATCGTCCAATTGGCTCATTTATTTTCCTTGGACCTACTGGTGTAGGAAAAACGGAATTAGCTAAGGATTTA
GCAGAAGAAATGTTTGGCTCAGAAGACGATGTAATTAGAGTCGATATGAGTGAGTACATGGAAAAATATTCTACTAGTCGTTTAGTTGGAT
CTGCTCCAGGATATGTTGGTTATGAAGAAGGAGGTCAACTAACTGAAAAAGTTAGAAAACATCCTTACTCCGTTGTTTTGCTTGATGAAGTG
GAAAAAGCACATCCAGATGTCTTTAACTTGCTCTTACAAGTTCTTGATGACGGATTTCTAACTGATTCTAAAGGTCGTAAAGTTGACTTTAA
AAATACAATTATCATTATGACATCTAATTTAGGTGCCACAGCGTTACGTGAACAAAAAACAGTTGGTTTTGATGCCAACCGTTCAGAAAACA
ACGATGCTGAAGTTAAACGAGTAATTCAAGAAAAAATGAAGCAATTCTTCCGTCCTGAATTCTTAAACCGAGTTGATGAAACAGTTATTTTC
CATAGTTTAACCGAATCAGAACTTCATCGAATTGTTAAATTGATGACCAAACGTTTAGTAGATCGGGTTGAAAAACAAGGGTACATTTTAAA
AATCACTCCTGCAGCCATTGATGCGGTTGCTAAAAAAGGTTACAACCCAGAATACGGAGCTCGTCCTTTAAGAAGAGCACTTCAAAGTGA
AATCGAAGATCCTTTAAGTGATGCATTGTTAGCTGGTAAATTTAAACTAGGTGATAAAATCACAATTGGAGCACAAAAAGGTAAAATTACG

CTTACACATAAAACTCCAGTTATATAGAAAAAACGCCATTGAAAAATGGCGTTTTTTGTTGACGTAATGCTTACATCGCGTTAAAATGAATTAG

TATATAGTGAATTGAAATGAGTTGTTGCGATCTATTGTCCGGGACAACGATTATAGTTACCCAAAAATAGATTATTCTATTTTTGGCTTTTTTTTG
CTTTAAATTAGCTTTTTTAGCAAATTGTAATCAAACT

Abbildung 3.24 Sequenz des ctsR-cIpC Operons von L. sanfranciscensis. Die Gensequenzen sind fett
gedruckt. Die jeweiligen Start- und Stopkodons sind groBer und zusétzlich unterstrichen dargestellt. Eine
Ribosomenbindestelle (RBS) vor dem ¢clpC Gen wund ein moglicher rho-unabhéngiger
Transkriptionsterminator nach dem Operon sind kursiv dargestellt. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Die Translation der ctSR Gensequenz fiihrte zu einem Protein bestehend aus 156 Aminoséduren
mit einem berechneten isoelektrischen Punkt von 5,13 und einem Molekulargewicht von
17,8 kDa (Abbildung 3.25). Ein Homologievergleich auf Ebene der Aminoséduresequenz zeigte

eine Ahnlichkeit von bis zu 76% mit CtsR Sequenzen anderer Milchsiurebakterien.
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MASHSMSDTIGEYLKKLLAERDEEVEIRRSDIAEHFDVVPSQINYVIKTRFTIQDGFVVQSKRGGGGYIRIEKINLME
DSNVFDRLIDSIGDMISQKDEEDILKTLLNNGLLNKREVHMVASILTHDAINVSNYETEEKVRANVLSALLCRLKYEC

Abbildung 3.25 Sequenz des CtsR Repressor Proteins von L. sanfranciscensis. Die Sequenz besitzt
bis zu 76% Ahnlichkeit mit CtsR Proteinen verschiedener Gram positiver Bakterien

Das ClpC-Protein besitzt eine Groe von 819 Aminosduren (Abbildung 3.26). Der berechnete
isoelektrische Punkt liegt bei 6,68 und das molekulare Gewicht bei 91,3 kDa. Die

Ubereinstimmung mit ClpC Proteasen anderer Gram positiver Bakterien betriigt bis zu 81%.

MEDSLTPSAKKTLMIAQEQARGFQHQSVGTEHLLLALSIEKSGIAYQTLNQLSVTEQDVKEEIEQIAGYGNLQNDG
TTYLPYSPKMRDILNLAGQIAKQYGSKRVGTEHLLLALTSENEIVSSRILNSLGISPEDVRKITIRKMGVPDQGIPTES
KNDDKEKTPTLDSFAKDLTKAARDGQLDPIIGRDQEVRRAIQILSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAIAEGLAQKIVEKKY
PQDMTNKRVMALDMGSLVAGTKYRGEFENRLKKIINEIKSNGHVILFVDELHTLIGAGGAEGAIDASNILKPTLARG
EIQMIGATTLNEYQKHIEADAALERRFATVQIEEPRVDEAKKILAGLRPKYEEYHHVKITDDAINAAVDLSSRYISGRF
LPDKAIDLMDEAAAKVRIDAMGDSTELVKQQRELDEARSNKDRAIEEQRFDDAVTFRSQEQQLEKSVAALMEKDK
KKREHENKQHNYKLKENSESVAQIVAEWTGIPVTHLKKTDADRLVNLENVLHKRVIGQDEAVTAVAKAVRRARSG
LKDPNRPIGSFIFLGPTGVGKTELAKDLAEEMFGSEDDVIRVDMSEYMEKYSTSRLVGSAPGYVGYEEGGQLTEK
VRKHPYSVVLLDEVEKAHPDVFNLLLQVLDDGFLTDSKGRKVDFKNTIIMTSNLGATALREQKTVGFDANRSENN
DAEVKRVIQEKMKQFFRPEFLNRVDETVIFHSLTESELHRIVKLMTKRLVDRVEKQGYILKITPAAIDAVAKKGYNPE
YGARPLRRALQSEIEDPLSDALLAGKFKLGDKITIGAQKGKITLTHKTPVI

Abbildung 3.26 Sequenz der ClpC-Protease von L. sanfranciscensis. Die Sequenz besitzt bis zu 81%
Ahnlichkeit mit ClpC-Proteasen verschiedener Gram positiver Bakterien

Zur weiteren Charakterisierung von CtsR sollte im Rahmen dieser Arbeit versucht werden, den
Repressor durch heterologe Expression in E.coli und anschlieBender Aufreinigung
herzustellen. Dazu wurde das kodierende Gen in den Expressionsvektor pBAD/Myc-His
kloniert und nach Induktion mit Arabinose im E.coli TOP10 Expressionsstamm
tiberexprimiert. In Abbildung 3.27 ist die erfolgreiche Expression des Proteins mit der
entsprechenden Grofle von ca. 18 kDa gezeigt. Es war allerdings nicht moglich, das mit einem
6xHis-tag  versehene CtsR  Repressorprotein  mittels  Ni-Affinitdtschromatographie
aufzureinigen. Durch wiederholte Sequenzierung der Region des Expressionsvektors, an der
das ctsR Gen integriert wurde, konnte ein Fehler bei der Klonierung ausgeschlossen werden.
Eine Moglichkeit die fehlende Affinitdt des heterologen Proteins zu erkldren, besteht in der
starken Tendenz des CtsR-Repressors zur Dimerisierung bzw. zur Ausbildung rdumlicher
Strukturen. So konnte das His-tag im Inneren eines multimeren Molekiils verborgen sein. Eine

Bindung an die Sdule wére in diesem Fall nicht mehr moglich.
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Nach Vor Nach
Induktion Induktion Reinigung L

50 kDa

Abbildung 3.27 Auftrennung der
Proteinextrakte vor und nach der heterologen
Expression des Proteins CtsR. Fiir die Expression
in E.coli wurde der Vektor pBAD/Myc-His
verwendet und mit Arabinose induziert. Es wurden
jeweils 3 ul der verschiedenen Proteinlosungen
W | 25 kDa aufgetragen. Das SDS-Gel wurde mit Coomassie-
Blue gefarbt.

oL = GroBenstandard; ,vor Induktion®“ =
Rohextrakt vor Induktion mit Arabinose; ,,nach
Induktion = Rohextrakt nach Induktion mit
Arabinose; ,,nach Reinigung® = CtsR konnte mittel
- 15 kDa Ni-Affinitdtschromatographie nicht aufgereinigt
werden,;

37 kDa

20 kDa

Aus diesem Grund ist vor zukiinftigen Versuchen mit gereinigtem CtsR eine Optimierung der

Aufreinigungsmethode notig.

3.6 Promotoraktivitiaten unter Hochdruckstress

Um neben den Proteinen und Genen auch deren genetische Regulation unter Hochdruck und
anderen Stressarten analysieren zu konnen, ist die Identifizierung der jeweiligen
Promotorsequenzen ndétig. Promotoren zeichnen sich durch Bindestellen fiir Transkriptions-
Aktivatoren und -Repressoren, als auch fiir alternative o-Faktoren aus und stellen so die
Grundlage bei der Regulation der Genexpression dar. Um die Aktivitit eines Promotors unter
bestimmten Umweltbedingungen wie subletalen Hochdruckstress studieren zu konnen, werden
Methoden bendtigt, die eine Quantifizierung von Promotroaktivititen ermoglichen. Neben der
klassischen Methode des Northern Blots, bei der die mRNA Menge eines Gens quantifiziert
wird und so Riickschliisse auf die Aktivitit des jeweiligen Promotors erlaubt, kann heute
mittels DNA-Microarray das gesamte Transkriptom eines Organismus auf einem Chip
analysiert und in Abhdngigkeit verschiedener Inkubationsbedingungen miteinander verglichen
werden. Diese komplexe Methode wurde in der Arbeit von Melanie Pavlovic genutzt, um die
hochdruckinduzierte Stressantwort von L. sanfranciscensis zu untersuchen (Pavlovic 2006).
Fiir die Expressionsanalyse einzelner Gene kann auch die RealTime-PCR eingesetzt werden.

Wihrend bei den erwdhnten Methoden die Promotoraktivitit direkt oder indirekt iiber die
Menge an mRNA des entsprechenden Gens gemessen wird, kloniert man bei Anwendung eines
Reportersystems den zu untersuchenden Promotor vor ein Gen, dessen Genprodukt leicht
nachweisbar und quantifizierbar ist. Ein entscheidender Vorteil dieses Systems wird deutlich,

wenn nur die Promotoraktivitdit von Interesse ist und ein Vergleich der Aktivitdten



Ergebnisse 91

verschiedener Promotoren unter denselben Bedingungen durchgefiihrt werden soll. Im
Gegensatz zu den anderen Methoden wird hier nicht die Expression der verschiedenen Gene
untersucht, sondern nur die Expression des Reportergens wird in Abhdngigkeit des jeweiligen
Promotors quantifiziert. Auf diese Weise lassen sich Effekte, die zum Beispiel auf
unterschiedliche RNA Stabilitéten zuriickzufiihren sind vermeiden.

Im abschlieenden Teil dieser Arbeit sollten die Aktivitidten ausgewéhlter Promotoren mittels
Northern Blot, RealTime-PCR und Reportergenassay charakterisiert und sowohl untereinander,
als auch mit Daten der Microarray-Studien verglichen werden. Neben der Konstruktion und
Etablierung eines fiir L. sanfranciscensis geeigneten Reportersystems (Kapitel 3.6.1) waren
dariiber hinaus auch die Voraussetzungen fiir eine korrekte Quantifizierung der RealTime-PCR

Experimente fiir L. sanfranciscensis zu schaffen (Kapitel 3.6.2).

3.6.1 Konstruktion und Etablierung eines Reportergensystems

Die bisher fiir Laktobazillen vorhandenen Reportersysteme sind fiir eine sensitive Analyse der
Promotoraktivitdten bei L. sanfranciscensis ungeeignet. Aus diesem Grund war es ein weiteres
wichtiges Ziel dieser Arbeit ein neues Reportersystem fiir diesen Organismus zu entwickeln,
das auch fiir den Einsatz unter Hochdruck genutzt werden kann. Das System sollte auf einem
Reportergen basieren, dessen Genprodukt einfach zu messen und zu quantifizieren ist. Als
Vektor diente das von Posno etal. (1991) konstruierte Plasmid pLP3537, das sich durch
Resistenzgene fiir Ampicillin und Erythromycin, sowie Replikons fiir E. coli und Laktobazillen
auszeichnet. Der Shuttlevektor kann sowohl in E. coli, als auch in L. sanfranciscensis
transformiert werden.

Die ersten Versuche dieser Arbeit lacZ (B-Galaktosidase) aus E. coli mit diesem Vektor
funktionell in L. sanfranciscensis zu exprimieren schlugen fehl. Deshalb konnte dieses weit
verbreitete Reportergen nicht fiir L. sanfranciscensis verwendet werden. Aufgrund der
Tatsache, dass L. sanfranciscensis keine a-Galaktosidase Aktivitdt besitzt und der Enzymassay
analog dem lacZ-Nachweis verlduft, wurde das melA Gen aus dem nahe verwandten Stamm
Lactobacillus plantarum DSM 20205 als Reportergen gewdhlt. So steht fiir Promotorstudien
mit dem neu entwickelten Reportersystem neben einem quantitativen chromogenen
Enzymassay auch das durch den lacZ-Test bekannte Blau-Weiss-Screening auf Agarplatten mit
X-a-Gal zur Verfiigung. Ein erstes Screening ergab, dass neben L. sanfranciscensis auch
zahlreiche andere Milchsdurebakterien wie Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici,
Leuconostoc lactis oder Lactobacillus acidophilus keine o-Galaktosidase Aktivitdt besitzen

und so ebenfalls fiir die Anwendung dieses Reportersystems in Frage kommen.
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Aus der von Silvestroni et al. (2002) beschriebenen Sequenz des melA Gens aus L. plantarum
ATCC 8014 wurden Primer so abgeleitet, dass das entsprechende Gen aus chromosomaler
DNA von L. plantarum DSM 20205 amplifiziert werden konnte. Dabei wurde der vorwirts
gerichtete Primer so konstruiert, dass das amplifizierte Gen weder die Ribosomenbindestelle,
noch das ATG-Startkodon enthélt. Die beiden auf das Startkodon folgenden Basentripletts
wurden zu einer NJOMIV Restriktionsschnittstelle umgewandelt, so dass die zu untersuchende
Promotorsequenz ohne Modifikationen durch Schnittstellen direkt vor das Reportergen kloniert
werden konnte. Die Anderung der beiden ersten Tripletts des melA Gens zu einer NgoMIV
Schnittstelle fiihrte dabei zum Austausch von nur einer Aminosdure. Die Aktivitdt von MelA
bleibt nach wie vor erhalten. Der zweite Primer wurde so gewéhlt, dass neben dem melA
Stopkodon auch noch die nédchsten 153 bp amplifiziert wurden. Diese Sequenz bildet einen
rho-unabhingigen Transkriptionsterminator. Auf diese Weise sollte die Transkription
nachfolgender Gene auf dem Vektor verhindert werden. SchlieBlich wurde durch den Primer
noch eine zusétzliche HindIIl Schnittstelle am Ende des Amplifikats eingefiigt, die fiir die
folgenden Konstruktionen benétigt wurde. Die Sequenzierung des kompletten 2367 bp melA-
Amplifikats aus dem hier verwendeten Stamm weist im Verglich zur Sequenz aus L. plantarum
ATCC 8014 acht Punktmutationen auf. Vier dieser Mutationen sind stumm, wahrend die
anderen vier zu Verdnderungen der jeweiligen Aminosduren fithren. Die komplette melA-
Sequenz ist unter der Accession No. AJ888516 in der NCBI Datenbank hinterlegt.

Die genaue Konstruktion des auf dem melA-Reportergen basierenden Promotor-Testvektors ist
in Abbildung 3.28 ausfiihrlich dargestellt. Um zu verhindern, dass das Reportergen durch die
Aktivitdt stromaufwarts gelegener Promotoren transkribiert und somit das Ergebnis verfalscht
wird, wurde zusétzlich noch der rho-unabhingige Transkriptionsterminator des Maltose-
Operons aus L. sanfranciscensis direkt vor das Reportergen kloniert. Die Primer wurden dazu
so gewdhlt, dass die 244 bp lange Sequenz nach der Amplifikation am 5°-Ende eine HindIII-
und am 3'-Ende eine NgoMIV-Restriktionsschnittstelle besitzt. Durch NgoMIV-Restriktion
und Ligation des melA-Amplifikats und der Terminatorsequenz entstand das 2611 bp grof3e
,» Terminator-Reporter-Terminator* Fragment mit HindIII-Schnittstellen an beiden Enden.

Nach Amplifikation dieses Gesamt-Konstrukts wurde es mit HindIIl geschnitten und in den
ebenfalls mit HindIII linearisierten E. coli / Laktobazillus Shuttlevektor pLP3537 inseriert. Das
resultierende Plasmid pSH85350 stellt mit einer Gréfle von 8916 bp den grundlegenden Vektor
fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Promotoranalysen dar. Aufgrund des fehlenden
Promotors bzw. Startkodons ist nach Transformation dieses Vektors in die Empfingerzellen

noch keine MelA-Aktivitdt messbar.
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Abbildung 3.28 Konstruktion des Reportersystems fiir L.sanfranciscensis. 1. Fusion des melA
Reportergens aus L. plantarum (ohne Startkodon, aber mit Transkriptionsterminator) (2367 bp ) mit dem
Transkriptions-Terminator des Maltose Operons aus L. sanfranciscensis (244 bp). 2. Insertion dieses
Konstrukts (2611 bp) in den E. coli / Laktobazillus Shuttlevektor pLP3537 (6305 bp). 3. In den resultierenden
,,Promotor-Test-Vektor pSH85350 (8916 bp) wird der dnaK Promotor (299 bp) direkt vor das Reportergen
ligiert. 4. Nach Transformation in L. sanfranciscensis konnen mittels Blau-Weif3 Screening a-Galaktosidase
positive Stdimme identifiziert werden, die den Vektor pSH85351 (9215 bp) mit dem dnaK Promotor in
richtiger Orientierung aufgenommen haben.

Abkiirzungen: ery = Erythromycin Resistenzgen; amp = Ampicillin Resistenzgen; p353-2 = Plasmid aus
Lactobacillus pentosus MD353, das u. a. ein flir Laktobazillen geeignetes Replikon besitzt; ter = Sequenz fiir
rho-unabhéngigen Transkriptionsterminator;

Zur Validierung und Etablierung des Reportersystems sollte die NaCl abhédngige Aktivitét des
dnaK-Promotors aus L.sanfranciscensis analysiert und mit den Ergebnissen klassischer
Northern Blots verglichen werden. Dazu wurde die dnaK Promotorsequenz inklusive dem
ATG-Startkodon amplifiziert (299 bp) und an beide Enden wurden NgoMIV Schnittstellen
angehéngt (Abbildung 3.29). So konnte die Promotorsequenz in den Vektor pSH85350 direkt
vor das melA Reportergen inseriert werden. Der resultierende Vektor pSH85351 ist in
Abbildung 3.28 dargestellt.
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Die dnaK Promotorsequenz aus L. sanfranciscensis besitzt neben einer potenticllen
Ribosomenbindestelle, einer -10-Region und einer -35-Region auch noch eine fiir Stressgene
der Klasse I typische CIRCE-Bindestelle (controlling inverted repeat of chaperone expression)
fiir den HrcA-Repressor (Abbildung 3.29).

NgoMIV
GCCGGCGTAACTTTTGGGGATCATAATCCGGTTACAATTGAAATTAACATTCTAGGTTTTAACCAAAATATTTATG

GTAATGAAGTTAAAGTTCAGTGGCTAAAGAAAATGCGTGATGAAGTCAAGTATACTGGTAAAGAAGCTTTGATTGA
— > t— 35
ACAACTTAAACGGGATGAAATTAATACGCGTACGTATTTTAAAAATAATGGTTAAGCTTAATTCTTGACCTTAACTT
-10 _—> CIRCE — RBS start
TATTCCTTGGTACTCTATAAATGTACCTTAGCACTTGAAATGTGTGAGTGCTAAAAAGGAAGTGATGAAGATGGC

NgoMIV
CGGC... hrcA

Abbildung 3.29 Promotorsequenz des dnaK Operons von L.sanfranciscensis. Eingefligte NgoMIV
Restriktionsschnittstellen sind kursiv dargestellt. Hypothetische Ribosomenbindestelle (RBS), Startkodon und
-10-Region bzw. -35-Regionen sind fett gedruckt. Invertierte Sequenzwiederholungen sind unterstrichen und
mit Pfeilen gekennzeichnet. Eine typische HrcA Repressor Bindestelle ist beschriftet (CIRCE).

Da die Insertion des Promotors in den Vektor nicht gerichtet erfolgt, kann der Einbau
prinzipiell in beiden Orientierungen stattfinden. Nach Transformation mit dem Ligationsansatz
sind die Klone, die den Vektor mit dem Promotor in richtiger Orientierung vor dem
Reportergen enthalten an der blauen Farbung zu erkennen (Blau-Weiss-Selektion). Da melA
sowohl in E. coli, als auch in L. sanfranciscensis erfolgreich exprimiert wird, kann das
Screening prinzipiell mit beiden Organismen durchgefiihrt werden. Aufgrund der héheren
Transformationseffizienz wurde das Screening mit E.coli in der Regel bevorzugt. Die
gesuchten Vektoren wurden nach Isolierung und anschlieBender Uberpriifung in
L. sanfranciscensis transformiert, um Versuche zur Genexpression unter den verschiedenen
Stressbedingungen durchfiihren zu konnen.

Zur reproduzierbaren Durchfiihrung eines Enzymtests war es notig, gleich bleibend optimale
Bedingungen zu gewihrleisten. Dazu wurde die o-Galaktosidase Aktivitdit von
Zellrohextrakten bei verschiedenen Temperaturen und verschiedenen pH-Werten des
Reaktionspuffers (Mcllvaine-Puffer) bestimmt. Alle anderen Parameter wurden jeweils
konstant gehalten. Die Messungen wurden an mindestens drei unabhingig voneinander
gewonnenen Zellextrakten durchgefiihrt. Abbildung 3.30 zeigt die Ergebnisse mit
verschiedenen pH-Werten bei einer konstanten Temperatur von 32°C. Der optimale pH-Wert

fiir die a-Galaktosidase aus L. plantarum liegt demnach zwischen 5,2 und 5,5.
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Abbildung 3.30 Auswirkung verschiedener pH-Werte des Reaktionspuffers auf die relative a-
Galaktosidase Aktivitit in Zellrohextrakten von L. sanfranciscensis mit pSH85351 bei 32°C. Fiir
jeden Messpunkt wurden mindestens drei voneinander unabhingige Versuche durchgefiihrt.

In Abbildung 3.31 sind die Werte der relativen MelA-Aktivitit bei einem konstanten pH-Wert
von 5,3 in Abhéngigkeit der Temperatur gezeigt. Die fiir das Enzym geeignete Temperatur
liegt demnach zwischen 30°C und 35°C mit einem Optimum bei ca. 32°C. Temperaturen iiber
37°C scheinen die Enzymfunktion irreversibel zu hemmen. Wie weitere Versuche zeigten,
fiihrt sogar die Inkubation von intakten Zellen fiir 10 min bei 40°C zu einer Abnahme der

Enzymaktivitdt des daraus hergestellten Zellextraktes (Ergebnisse nicht dargestellt).

y =-0,0051¢ + 0,2507%2 - 0,6416x + 15,675
R =0,7819 .

% MelA Aktivitat
3

termperature [°C]

Abbildung 3.31 Relative a-Galaktosidase Aktivitit in Zellextrakten von L. sanfranciscensis
mit pSH85351 in Abhéngigkeit der Temperatur bei einem pH-Wert von 5,3. Fiir jeden
Messpunkt wurden mindestens drei voneinander unabhéngige Versuche durchgefiihrt.

Im néchsten Schritt wurde die MelA Aktivitdt von Zellen getestet, die fiir 100 min in Medium
mit verschiedenen NaCl Konzentration inkubiert wurden. In Abbildung 3.32 ist die prozentuale

Verdnderung der MelA Aktivitit in Abhéngigkeit der NaCl Konzentration gezeigt.
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Abbildung 3.32 Relative Verinderung der a-Galaktosidase AKktivitit von L. sanfranciscensis
mit pSH85351 in Abhiingigkeit der NaCl Konzentration wihrend einer Inkubation fiir
100 min. Gezeigt ist auch die relative Verdnderung der optischen Dichte bei 600 nm, die als
Indikator fiir die Stirke des Salzstresses herangezogen werden kann. Fiir jeden Messpunkt der
MelA-Aktivititen wurden mindestens drei voneinander unabhéngige Versuche durchgefiihrt.

Bezogen auf die Aktivitdt in der Kontrolle ohne NaCl (100% Aktivitit) stieg die messbare a-
Galaktosidase-Aktivitdt mit zunehmender NaCl Konzentration auf das 2,5 + 0,3 fache an
(0,75 M). Bei einer noch hoheren Salzkonzentration von 1,5 M war eine etwas geringere
Zunahme auf das ca. 2,2 + 0,4 fache im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Um die
ungefdhre Intensitdt des Stresses fiir L. sanfranciscensis unter den jeweiligen NaCl
Konzentrationen abschitzen zu konnen, wurde zusidtzlich die Verdnderung der optischen
Dichte wihrend der einzelnen Inkubationen gemessen (Abbildung 3.32). Wihrend in Medium
ohne NaCl (0 M; Kontrolle) die optische Dichte einer exponentiell wachsenden Kultur nach
100 min um ca. 65% zunahm, betrug in Medium mit einer NaCl Konzentration von 0,25 M die
Zunahme nur noch 50%. Eine weitere Erhdhung der Salzkonzentration fiihrte zu einer noch
stirkeren Inhibierung des Zellwachstums und betrug bei 0,5 M nur noch 20%. Bei einer NaCl
Konzentration von 0,75 M war eine fast vollstindige Stagnation des Zellwachstums zu
beobachten (9% Zunahme) und bei 1,5 M nahm nach einer Inkubationszeit von 100 min die
optische Dichte sogar um 15% ab. Dies ldsst auf eintretende Lyse und somit Zelltod schlielen.

Zum Nachweis, dass die von der NaCl Konzentration abhidngigen Verdnderungen der MelA-
Aktivitdt tatsdchlich auf den dnaK Promotor zuriickzufiihren sind, wurde die Transkription des
dnaK Operons im Wildtypstamm nach Inkubation unter den identischen Bedingungen

untersucht. Abbildung 3.33a zeigt die Transkriptionsanalyse des dnaK Operons mittels
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Northern Blot Analyse. Als DNA-Sonde wurde ein DIG-markiertes PCR Produkt des dnaK
Gens verwendet. Um die Entstehung der vier verschiedenen Banden interpretieren zu kdnnen,
wurde die vollstdndige Sequenz des dnaK Operons benétigt. Aus diesem Grund wurden in
dieser Arbeit mittels inverser PCR die bereits von Ehrmann identifizierten DNA Sequenzen der
Gene hrcA (Accession No. AJ315380), grpE (Accession No. AJ315381) und dnaK (Accession
No. AJ315382) um das dnaJ Gen (Accession No. AJ968371) und einen, das Operon
abschlieenden Transkriptionsterminator erweitert (Abbildung 3.33b).

—— -4900 nt
— - ~~~ -3600 nt

238

rRNA—P . 2500 nt
——
L85y B8 1900 ne

a)

terminator

hrcA 7 grpE [ dnaK ] dnal

4.9 kb >
3.6 kb
2.5 kb
1.9 kb

vvY

dnaK Sonde
b)

Abbildung 3.33 a) Northern Blot Analyse des dnaK Operons von L. sanfranciscensis nach Inkubation
fiir 100 min bei 30°C und verschiedenen NaCl Konzentrationen bzw. nach Hitzestress. 1: Kontrolle ohne
NacCl; 2: 0,25 M NaCl; 3: 0,5 M NacCl; 4: 0,75 M NacCl; 5: 1,5 M NaCl; 6: 10 min bei 40°C; Die mit der dnaK
Sonde nachgewiesenen vier verschiedenen Signale konnen auf vier verschiedene Transkripte zuriickgefiihrt
werden. Die Groflen der mRNAs sowie die Lage der 16S und 23S rRNAs sind dargestellt. Es wurden jeweils
gleiche Mengen RNA (5 pg / Spur) aufgetragen, in einem 1% MOPS / Formaldehyd Agarosegel aufgetrennt,
auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer DIG-markierten dnaK spezifischen DNA Sonde
hybridisiert. b) Schematische Darstellung des dnaK Operons von L. sanfranciscensis. Pfeile zeigen die vier
potentiellen Transkripte, die mit der dargestellten dnaK Sonde nachgewiesen werden koénnen. Die Stirke der
Pfeile spiegelt die relative Menge der einzelnen Transkripte wider.

Die Transkriptionsanalyse (Abbildung 3.33a) zeigte neben der gleichzeitigen Detektion von
vier verschieden groen Banden (ca. 4900 nt, 3600 nt, 2500 nt und 1900 nt) auch noch, dass
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mit steigender NaCl Konzentration die Transkription des dnaK Operons zunimmt. Analog zu
den Experimenten zur MelA-Aktivitit wurde auch mittels Analyse der dnaK Promotoraktivitit
auf RNA Ebene eine maximale Induktion nach Inkubation bei einer NaCl Konzentration von
0,75 M festgestellt. Wie bei den Versuchen mit dem Reportergensystem konnte mit steigender
Salzkonzentration bis 0,75 M eine stetige Zunahme der Promotoraktivitit beobachtet werden.
Und auch die im Vergleich zur maximalen Promotoraktivitit beobachtete Abnahme der mRNA
bei Inkubation in Medium mit 1,5 M NaCl stimmte mit den Versuchsergebnissen zur MelA
Aktivitdt liberein. Die wie erwartet sehr starke Expression des dnaK Operons nach einem
Hitzestress fiir 10 min bei 40°C ist an den sehr starken Signalen der einzelnen Banden zu
erkennen (Abbildung 3.33a; Spur 6). Dass diese starke Promotoraktivitit nicht mit dem
Reportersystem nachgewiesen werden konnte, liegt an der bereits erwéhnten
Hitzeempfindlichkeit von MelA.

Um zu priifen, ob die Menge des Reporterenzyms MelA tatsdchlich auf die Aktivitdat des dnakK
Promotors zuriickzufiihren ist, wurden in einem weiteren Versuch die mRNA Mengen des
melA Reportergens, des dnaK Gens und als Kontrolle die Menge der 16S rRNA mittels RNA
Dot Blot untersucht und mit den MelA-Aktivitidten verglichen (Abbildung 3.34). Fiir jede
NaCl-Konzentration wurde die RNA aus drei voneinander unabhédngigen, mit pSH85351
transformierten Kulturen von L. sanfranciscensis isoliert. Anschlieend wurden die isolierten
RNAs aus Zellen, die unter gleichen Bedingungen inkubiert wurden, gepoolt und jeweils
gleiche Mengen an RNA fiir den Dot Blot aufgetragen. Es wurden insgesamt drei identische
Membranen hergestellt und jede mit einer der spezifischen Sonden fiir melA, dnaK und
16S rRNA hybridisiert.

NaCl
oM 0.25M 0.5M 0.75M 1.5M

v U @

Abbildung 3.34 RNA Dot Blot Analyse
melA gleicher RNA Mengen, isoliert aus
L. sanfranciscensis transformiert mit
pSH85351. Nach Inkubation fiir 100 min
in Medium mit den verschiedenen NaCl

@ dnak Konzentrationen wurde RNA aus je drei
3

voneinander  unabhingigen  Kulturen
isoliert und gepoolt. Jeweils gleiche
Mengen wurden aufgetragen und mit DIG
markierten DNA Sonden spezifisch fiir
melA, danK bzw. 16S rRNA hybridisiert.

16S rRNA

Die Intensititen der Spots, die zur Kontrolle gleicher RNA-Mengen mit der 16S rRNA Sonde
hybridisiert wurden, sind bei allen NaCl Konzentrationen ungeféhr identisch. Der Unterschied

der Intensitdten von dnaK und melA verlief parallel in Abhéngigkeit der Salzkonzentration und



Ergebnisse 99

zeigte einen Anstieg mit zunechmendem NaCl-Gehalt im Medium. Bei einer Konzentration von
0,75M NaCl war fiir beide Transkripte ein Maximum erreicht. Eine noch hohere
Salzkonzentration von 1,5 M NacCl fiihrte im Vergleich dazu bei beiden Genen zu einer etwas
geringeren Stérke der Signale. Trotz gleicher Mengen an RNA und denselben Bedingungen bei
der Filmentwicklung ist die Intensitdt von melA durchgehend héher als die von dnaK.

Die Transformationseffizienz der auf dem Plasmid pSH85350 basierenden Vektoren ist mit 10
Transformanden / pg Plasmid DNA fiir E. coli und mit 10 bis 10° Transformanden/ pg
Plasmid DNA fiir L. sanfranciscensis relativ hoch. Der Vektor ist beziiglich Segregation stabil
integriert und wird mit konstanter Kopienzahl an die Tochterzellen iibertragen. Versuche mit
dem LightCycler™ zeigten, dass die Kopienzahl des Vektors durch Inkubation fiir bis zu drei
Stunden weder unter Salzstress, noch unter anderen Stressbedingungen wie Kilte, Hitze oder
HHD beeinflusst wird. Dazu wurden die Verhiltnisse der so genannten ,,crossing points®
(Zyklus, bei dem die Fluoreszenz deutlich den Hintergrund iiberschreitet) in unterschiedlich
verdiinnten Zellextrakten vor und nach Inkubation unter den diversen Stressbedingungen
bestimmt. Als so genannte Zielgene dienten dabei das mit nur einer Kopie auf dem
Chromosom vorhandene xpk Gen fiir Phosphoketolase (siche dazu Abbildung 3.35 Kapitel
3.6.2) und das auf dem Shuttlevektor kodierte melA Gen. Der konstante Abstand von 6,8
Zyklen (melA vor Xpk) entspricht dabei einer ungefahren Kopienzahl des Vektors von ca. 110
(2%%) pro Zelle.

Zusitzlich zum hier beschriebenen ,,Promotor-Test-Vektor, bei dem eine spezifische
Promotorsequenz inklusive des Startkodons vor das Reportergen kloniert werden kann, wurde
in dieser Arbeit zusétzlich ein ,,Promotor-Such-Vektor* konstruiert. Dieser Vektor fand in der
vorliegenden Arbeit keine explizite Verwendung, kann aber in Folgearbeiten bei der Suche
nach HHD-induzierten Promotoren von Nutzen sein. Er unterscheidet sich lediglich dadurch,
dass das melA Reportergen die eigene RBS und das eigene Startkodon behilt. Nach Offnen des
Vektors an der NgoOMIV Schnittstelle kann dann mit NgoOMIV geschnittene chromosomale
DNA durch Ligation eingefiigt werden. Sequenzen, die Promotoraktivitét besitzen, fithren nach
Transformation in den Wirtsstamm dann zu einer Expression des Reportergens und somit zu
einer Blau-Farbung des jeweiligen Klons. Die NgoMIV Schnittstelle (,,GCCGGC*) wird
auBBerdem von der Restriktionsendonuklease Nael erkannt. Dieses Enzym schneidet die
Sequenz ,,blunt end* und erzeugt somit DNA Enden ohne Uberhang. In diese Vektoren kénnen
also auch kleinere chromosomale DNA Fragmente ligiert werden, die durch Restriktion mit im
Vergleich zu NgoOMIV weniger spezifischen Enzymen wie z. B. Alul oder mit einer

Kombination mehrerer ,,blunt end* schneidender Enzyme erzeugt werden konnen.
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3.6.2 Etablierung der RealTime PCR fiir L. sanfranciscensis

Die quantitative RealTime PCR (RT-PCR) hat sich aufgrund ihrer Geschwindigkeit und hohen
Sensitivitdt als Methode der Wahl etabliert, wenn die Expression einzelner Gene unter
bestimmten Bedingungen untersucht werden soll. Aufwendige Verfahren zur Bestimmung der
mRNA Mengen werden mehr und mehr durch diese Technik ersetzt. Ein Teil der vorliegenden
Arbeit bestand daher auch in der Identifizierung eines fiir die RT-PCR geeigneten
Referenzgens fiir L. sanfranciscensis, dessen Expression weder durch HHD, noch durch andere
Stressbedingungen beeinflusst wird. Dazu analysierte Pavlovic (2006) mittels DNA Microarray
die Expressionen moglicher Gene unter Hochdruck im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Es
zeigte sich, dass die Expression potentieller Referenzgene wie die einer Maltosephosphorylase,
einer Phosphoglukomutase, einer Acetatkinase oder einer Phosphotransacetylase durch HHD
beeinflusst wird. Ein Gen konnte aber identifiziert werden, dessen Expression unter HHD nicht
verandert wird. Es handelt sich dabei um das Gen xpk, das fiir eine Phosphoketolase kodiert
und dessen Sequenz im Genom von L. sanfranciscensis bereits von Korakli et al. aufgeklart
wurde (Accession No. AJ586560). Neben einer konstitutiven Expression unter den zu
testenden Stressbedingungen sollte ein geeignetes Referenzgen nur eine Kopie im Genom und
eine durchschnittlich hohe Expression in der Zelle besitzen. Mehrere Kopien des Gens wiirden
ebenso wie vorhandene Pseudogene oder eine zu hohe Konzentration an mRNA die
Quantifizierung verfalschen. Aus diesem Grund sollte das Xpk Gen in der vorliegenden Arbeit
hinsichtlich dieser Anforderungen genauer charakterisiert werden.

Eine Southern Blot Analyse zeigte, dass im Genom von L. sanfranciscensis nur eine Kopie von
Xpk vorhanden ist und auch Pseudogene, die mit der spezifischen, DIG markierten Sonde
hybridisieren, nicht existieren (Abbildung 3.35).

Im nédchsten Schritt wurde die konstitutive Expression von xpk unter Hitze-, Kélte-, Salz- und
Hochdruckstress mittels Northern Blot Analysen untersucht (Abbildung 3.36). Als Kontrolle
fiir ein durch Stress reguliertes Gen diente dabei das bereits charakterisierte dnaK-Operon
(Abbildung 3.33). Um zu zeigen, dass identische Mengen an RNA in den Proben aufgetragen
wurden, wurde eine zweite identische Membran mit einer fiir die 16S rRNA typischen Sonde
hybridisiert. Zum gleichen Zweck wurde die RNA eines weiteren identischen Agarosegels
nicht auf eine Membran geblottet, sondern stattdessen mit Ethidiumbromid geférbt (Abbildung
3.36). Durch Anfiarbung der RNA im Agarosegel bzw. durch Hybridisierung mit der fiir die
16S rRNA spezifischen DNA Sonde wurde gezeigt, dass in jeder Spur gleiche Mengen an

RNA vorhanden waren.
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Abbildung 3.35 Southern Blot Analyse genomischer DNA
von L. sanfranciscensis mit einer xpk spezifischen und DIG
markierten DNA Sonde. Mit verschiedenen
Restriktionsendonukleasen (Vspl, EcoRI, EcoRV, HindIII)
behandelte genomische DNA Proben wurden in einem
Agarosegel aufgetrennt, geblottet, hybridisiert und detektiert.
Das erhaltene Bandenmuster spricht fiir das Vorhandensein
von nur einer Kopie des Xpk Gens im Genom von
L. sanfranciscensis. Das Gen, die DNA Sonde und die
Restriktionsschnittstellen sind im unteren Schema dargestellt.
Die mit einem DNA  GroBenstandard ermittelten
Fragmentgroflen sind angezeigt. Eine sehr schwache Bande
(aufgrund nur geringer Uberlappung mit der DNA Sonde und
daher schwacher Bindung) ist durch einen Pfeil markiert.
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Die Northern Blot Analyse zeigte, dass die mRNA Konzentration von dnaK nach Inkubation

unter Hitze- und HHD-Stress, nicht aber unter Kéltestress im Vergleich zur Kontrolle deutlich

L — T
xpk 2397 bp stop

xpk Sonde 769 bp

erhoht ist (siehe dazu auch die RNA Dot-Blot Analyse in Kapitel 3.6.3.6, Abbildung 3.46).
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Abbildung 3.36 Northern Blot Analyse der aus L. sanfranciscensis isolierten RNA nach Inkubation
fiir 10 min bei 40°C (Hitze), 60 min bei 12,5°C (Kilte) und 60 min unter subletalem Hochdruck
(45 MPa bzw. 80 MPa). In allen Spuren wurden identische Mengen an RNA aufgetragen. Die
verschiedenen Membranen wurden mit DIG markierten DNA Sonden, die spezifisch fiir dnak, xpk bzw.
16S rRNA sind, hybridisiert (links). Die RNA eines weiteren Agarosegels wurde nicht auf eine Membran
geblottet, sondern zum Nachweis gleicher RNA Mengen mit Ethidiumbromid geférbt (rechts).
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Fiir xpk und die deutlich hoher konzentrierte 16S rRNA konnte bei keiner der untersuchten
Stressbedingungen ein signifikanter Unterschied der mRNA Mengen festgestellt werden
(Abbildung 3.36). Ahnlich verhielt es sich bei Inkubation in Medium mit verschieden hohen
NaCl Konzentrationen. In Abbildung 3.37 ist die RNA Dot Blot Analyse dargestellt, die die
mRNA Konzentration von Xpk in Abhédngigkeit der NaCl-Konzentration zeigt. Die konstante
Signalstirke von xpk weist darauf hin, dass die Expression von xpk im Gegensatz zu dnakK
durch verdnderte Salzkonzentrationen ebenso wie durch die anderen untersuchten
Stressbedingungen nicht beeinflusst wird. Auch die Konzentration der 16S rRNA wird durch
verschiedene NaCl Konzentrationen nicht verdndert. Auch hier konnte im Vergleich zu xpk
eine deutlich hohere Konzentration fiir die 16S rRNA festgestellt werden.

NaCl
oM 0,25M 0,5M 0,7SsM  1,5M

000 O Abbildung 3.37 RNA Dot Blot Analyse des

xpk Gens von L.sanfranciscensis in
l E Abhingigkeit der NaCl Konzentration. Im

dnak Gegensatz zur erhohten Transkript-Menge
von dnaK ist die mRNA-Konzentration von
xpk und 16S rRNA bei steigender NaCl

. . . . . 16S RNA Konzentration  konstant. Teile dieser

Abbildung stammen aus Abbildung 3.34.

3.6.3 Charakterisierung ausgewihlter Promotorsequenzen

Nach Entwicklung und Etablierung eines Reportergensystems basierend auf dem melA Gen
und dem Nachweis, dass Xpk als Referenzgen fiir die relative Quantifizierung mittels RT-PCR
unter Hitze-, Kilte-, Salz- und Hochdruckstress geeignet ist, standen fiir diese Arbeit nun
neben der klassischen Methode des Northern Blot zwei weitere Verfahren zur Messung der
Promotoraktivitidt bei L.sanfranciscensis zur Verfiigung. Die dabei erzielten Ergebnisse
konnten dartiiber hinaus mit den Daten der Transkriptomanalyse von Pavlovic (2006) und der

Proteomanalyse dieser Arbeit verglichen werden.

3.6.3.1 rbsK/rpi (p1) Promotor

Die Proteomanalyse dieser Arbeit zeigte, dass bei L.sanfranciscensis unter subletalem
Hochdruck ein Enzym mit Ribokinase und Ribose-5-P-Isomerase Aktivitit (P1) die stdrkste
Zunahme aufweist (Kapitel 3.2 und 3.3). Mittels reverser PCR konnte hier neben dem

kompletten Gen (Kapitel 3.5.1) zusitzlich auch die vollstindige Promotorsequenz aufgeklart
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werden (Abbildung 3.38). Stromaufwirts zum ATG Startkodon befinden sich eine ,,AG*-
reiche, hypothetische Ribosomenbindestelle (RBS) und eine konservierte TATAAT Box (-10-
Region). Im Abstand von 16 bp ist eine Sequenz (,,CTTACA®) zu finden, die eine -35-Region
darstellen konnte. Auffallend in der Promotorsequenz ist die haufige Wiederholung eines
,CAAA* Motivs, das verglichen mit anderen Sequenzabschnitten aus L. sanfranciscensis in
diesem Abschnitt iiberproportional oft vertreten ist. Des Weiteren sind mindestens zwei
Regionen mit einem ungewodhnlich hohen ,,AT“-Gehalt zu finden. Wie im Schema der
Abbildung 3.38 zu erkennen ist, befindet sich die untersuchte Sequenz zwischen zwei Genen
mit entgegen gerichteter Orientierung. Eine Analyse des komplementidren DNA Strangs zeigte,
dass auch hier konservierte Regionen eines Promotors vorhanden sind. Dieser Promotor, der

die Transkription einer Mannit-Dehydrogenase reguliert, wird im folgenden Kapitel niher

charakterisiert.
—_—
Mannit-Dehydrogenase Operator Ribokinase / Ribose-5-P-Isomerase
4 SEEEEEEEEEEESD »

CATAATAGATCTCCTCTTAAATATAATTTATATAGTTACATTATGAGCAAGCCTAACAAAATTGCTAATTTGTGT

ATTGAACGATAAAATTCTGTTTTGCTTGCCCTTTGCTCTTACAAGAGTAAGCGATTTCCTTACTGATTGCAAGG
1 2 3 4
TGTTTTACTGATTAATTTTTATTTCACAAACTTTAAATGCAAAGGTTATAGGGCCAAAGCCTATCATGACAACCA
AT-reiche Region 5 6 7 AT-reiche Region -35
AAAAATCAATTATGTTTTTTCAAAACTTCGTTTAATATTTCACAAAGTTTTTCAAAATAAGAAAACGCTTACATTA

-10 RBS 8§  Start
TTAGAAAGTGCGTTATAATTAAGGTGGAAAAGAGGAGGCTACAAAGATGAAAAAAATTGTT

Abbildung 3.38 Potentielle Promotorsequenz des aus dem Protein P1 (RbsK / Rpi) abgeleiteten Gens
aus L. sanfranciscensis. Gezeigt ist der schematische Aufbau des Genomausschnitts. Die unten
dargestellte Sequenz befindet sich zwischen den entgegengesetzt orientierten Genen fiir eine Mannit-
Dehydrogenase und fiir die Ribokinase / Ribose-5-P-Isomerase. Pfeile geben die Orientierung der Gene an.
Das Startkodon ist fett und unterstrichen dargestellt. Hypothetische Sequenzen fiir Ribosomenbindestelle
(RBS), -10-Region und -35-Region sind markiert. Ein wiederkehrendes ,,CAAA“-Motiv ist durch
fortlaufende Nummerierung gekennzeichnet. Auffallend ,,AT*-reiche Regionen sind unterstrichen.

Um die Regulation des Promotors zu untersuchen, sollte im folgenden Teil der Arbeit die
Promotorsequenz ndher analysiert werden. Zunichst wurde dazu eine klassische Northern Blot
Analyse durchgefiihrt (Abbildung 3.39). Dieser Versuch diente gleichzeitig auch dazu, um die
bereits beschriebenen Methoden der RT-PCR und des neu etablierten Reportersystems weiter
zu verifizieren. Nach Inkubation unter optimalen Bedingungen (Kontrolle) und nach einer
Inkubation unter subletalem Hochdruck-, Kélte-, bzw. Salzstress wurde RNA aus Zellen von

L. sanfranciscensis isoliert. Gleiche Mengen wurden in jeweils einer Spur eines
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denaturierenden Agarosegels der Grofle nach aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und mit
einer DIG markierten, fiir das rbsK/rpi Gen spezifischen Sonde hybridisiert (Abbildung
3.39a). Im Vergleich zur Kontrolle konnten nach Inkubation fiir 60 min unter HHD bei 80 MPa
und nach einer Inkubation fiir 60 min bei 12,5°C (Kélte) eine deutliche Zunahme an
spezifischer mRNA detektiert werden. Die Inkubation fiir 60 min in Gegenwart von 2% NaCl
zeigte eine allerdings etwas geringere Erhohung der spezifischen mRNA. Um zu beweisen,
dass in jeder Spur tatsdchlich die gleiche Menge an RNA aufgetragen ist, wurde die
hybridisierte Membran gewaschen und mit einer fiir Xpk spezifischen Sonde hybridisiert
(Abbildung 3.39b). Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede in der Intensitdt der

Signale fiir Xpk festgestellt werden, was auf den Einsatz identischer RNA Mengen schlieSen

l4sst.
Kontr. HHD Ka&lte Salz Kontr. HHD Kalte Salz
- -
- —
—
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- .
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Abbildung 3.39 Northern Blot Analyse der RNA von L. sanfranciscensis nach Inkubation unter
Hochdruck-, Kilte- und Salzstress. a) Hybridisierung mit einer DIG markierten rbsK / rpi spezifischen
DNA Sonde. Die Menge an detektierter mRNA ist unter den Stressbedingungen deutlich erhht. Am
linken Rand ist DIG markierter RNA-GroBenstandard aufgetragen. Die detektierte RNA besitzt eine
GroBe von ca. 1700 bp. b) Die gleiche Membran nach Waschen (stripping) und erneutem Hybridisieren
mit einer Sonde, spezifisch fiir das Referenzgen xpk. Die Grofie betréigt etwa 2500 bp. Die Intensititen der
jeweiligen Signale nach unterschiedlichen Vorbehandlungen der Zellen unterscheiden sich nicht
signifikant. Die Signale der ersten Hybridisierung sind zum Teil noch zu erkennen.

Eine absolute Quantifizierung der Northern Blot Resultate war dhnlich schwierig und ungenau
wie die der 2D-Gelelektrophorese. Durch verschieden lange Entwicklungszeiten bei der
Férbung der einzelnen Gele bzw. bei der Detektion der DIG markierten Sonden auf den

verschiedenen Membranen sind die Schwankungen zwischen den einzelnen Experimenten so
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hoch, dass nur relative Quantifizierungen innerhalb eines Experiments sinnvoll sind. So wurde
nach Inkubation unter Hochdruckstress der Induktionsfaktor auf Proteinebene aus drei
verschiedenen 2D-Gelen mit 12,8 + 2,3 (Standardabweichung) berechnet. Nach Auswertung
der Northern Blots lag der Induktionsfaktor auf RNA Ebene mit 18,4 + 6,8 etwas hoher. Beide
Werte liegen aber dennoch in etwa der gleichen Grofenordnung. Die Untersuchung der
Genexpression mittels RT-PCR ergab nach einer Inkubation unter HHD bezogen auf das
Referenzgen xpk eine Induktion der rbsK/rpi mRNA um den Faktor 15,8 + 0,7. Auch dieser
Wert passt sehr gut zu den beiden anderen Resultaten.

Eine weitere Analyse der Promotoraktivitit wurde mit Hilfe des melA Reportersystems
durchgefiihrt. Dazu wurde die gesamte Promotorsequenz des rbsK /rpi Gens vor das melA
Reportergen kloniert. Der resultierende Vektor pSH85352 wurde in E. coli transformiert und
auf blaue, a-Galaktosidase positive Klone gescreent. Aus diesen Klonen wurde das Plasmid
isoliert, die Promotorregion mittels Sequenzierung kontrolliert und das intakte Plasmid
schlieBlich in L. sanfranciscensis durch Elektroporation transformiert. Der neue Stamm wurde
dann unter optimalen Bedingungen angeziichtet und die exponentiell wachsende Kultur in
Subkulturen aufgeteilt. Diese Kulturen wurden unter den verschiedenen Stressbedingungen
weiter inkubiert. Im Anschluss daran wurden daraus Zellextrakte hergestellt. In den
verschiedenen Extrakten wurden dann jeweils die a-Galaktosidase Aktivititen bestimmt. Die
Messungen zeigten, dass unter Beriicksichtigung des Gesamtproteingehaltes die Zellen nach
einer Inkubation unter HHD (80 MPa) fiir 60 min bis 180 min eine signifikant hohere o-
Galaktosidase Aktivitit besalen als vergleichbare Zellen unter Standardbedingungen. In allen
Fallen war die Induktion nach 180 min mit einem berechneten Faktor von 12,3 + 1,8 hoher als
nach einer Inkubation fiir nur 60 min (9,8 £ 2,6). Eine Inkubation fiir 180 min bei 12,5°C
fiihrte zu einem Induktionsfaktor von 5,4 + 1,3, wihrend eine Inkubation fiir 60 min bei dieser
Temperatur eine Steigerung um den Faktor 4,4 + 0,9 aufwies. SchlieBlich wurde die Induktion
der MelA Aktivitédt auch nach einer Inkubation fiir 60 min bzw. 180 min in Medium mit einer
NaCl Konzentration von 2% gemessen. Mit Werten von 2,2 + 1,1 und 3,1 + 0,8 war auch hier
eine leichte Induktion festzustellen. Eine Analyse nach Inkubation unter erhéhter Temperatur
war aufgrund der bereits beschriebenen Sensitivitdt von MelA gegeniiber Hitze nicht moglich.
Stationdre Zellen dieses Stammes hatten eine sehr hohe MelA Aktivitét, die aufgrund einer
moglichen Anhdufung des Enzyms aber nicht mit der Aktivitdt einer exponentiell wachsenden
Kontrollkultur verglichen werden sollte. Eine Bestimmung des Induktionsfaktors ist fiir Zellen

in der stationdren Phase somit also nicht mdglich.
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3.6.3.2 mdh Promotor

Die in Abbildung 3.38 gezeigte Sequenz beinhaltet wie erwdhnt auch in komplementérer
Orientierung eine Promotorsequenz (Abbildung 3.40). Dieser Promotor kontrolliert die
Transkription des Gens mdh, das fiir eine Mannit-Dehydrogenase kodiert. Neben einer ,,AG*-
reichen Region, die als Ribosomenbindestelle dienen konnte, sind zwei weitere Sequenzen
vorhanden, die eine mdgliche -10-Region und eine -35 Region darstellen kdnnten. Ansonsten
sind in dieser Promotorregion nur die im vorherigen Kapitel bereits beschriebenen ,,AT*-
reichen Regionen und das nun zum ,,CAAA* komplementdre ,,TTTG*“-Motiv erwdhnenswert.
Auf Proteomebene konnte unter HHD kein Einfluss auf die Proteinmenge dieses Enzyms
beobachtet werden. Um die Aktivitdt des mdh Promotors zu untersuchen, wurde die bereits
analysierte, zum rbskK /rpi Promotor identische Sequenz in komplementdrer und entgegen
gesetzter Orientierung vor das melA Reportergen kloniert. Der konstruierte Vektor pSH85353
besitzt somit die Promotorregion des mdh Gens (Abbildung 3.40).

CATCTTTGTAGCCTCCTCTTTTCCACCTTAATTATAACGCACTTTCTAATAATGTAAGCGTTTTCTTATTTT
GAAAAACTTTGTGAAATATTAAACGAAGTTTTGAAAAAACATAATTGATTTTTTGGTTGTCATGATAGGCTT
TGGCCCTATAACCTTTGCATTTAAAGTTTGTGAAATAAAAATTAATCAGTAAAACACCTTGCAATCAGTAA
GGAAATCGCTTACTCTTGTAAGAGCAAAGGGCAAGCAAAACAGAATTTTATCGTTCAATACACAAATTAG

-35 -10 RBS Start
CAATTTTGTTAGGCTTGCTCATAATGTAACTATATAAATTATATTTAAGAGGAGATCTATTATG

Mannit-Dehydrogenase T Operator _--="~ Ribokinase / Ribose-5-P-Isomerase
4 SEEEEEEEEEENRS >

Abbildung 3.40 Promotorsequenz des mdh Gens aus L. sanfranciscensis. Gezeigt ist der schematische
Aufbau des Genomausschnitts. Die oben dargestellte Sequenz befindet sich zwischen den entgegengesetzt
orientierten Genen fiir eine Mannit-Dehydrogenase und fiir die Ribokinase / Ribose-5-P-Isomerase. Es
handelt sich um die komplementire Sequenz des rbsK /rpi Promotors. Pfeile geben die Orientierung der
Sequenzen an. Das Startkodon ist fett und unterstrichen dargestellt. Mogliche Sequenzen fiir eine
Ribosomenbindestelle (RBS), eine -10-Region und -35 Region sind markiert.

Die Untersuchung der a-Galaktosidase Aktivitdt in Abhédngigkeit des mdh Promotors fand mit
Staimmen von L. sanfranciscensis statt, die das Plasmid pSH85353 tragen und an der blauen
Farbung der Kolonien auf Medium mit X-0-Gal zu erkennen sind. Eine Inkubation dieser
Stimme fiir bis zu 180 min unter Hochdruck-, Kélte- oder Salzstress hatte im Vergleich zu

Zellextrakten ungestresster Kulturen keine signifikanten Auswirkungen auf deren MelA
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Aktivitdt. Mit Werten von 1,3 = 0,5 fiir HHD-, 0,9 + 0,4 fiir Kélte- und 1,7 + 0,7 fiir Salzstress
lagen die Induktionsfaktoren in Bereichen, in denen fiir den Promotor keine signifikante
Regulation festgestellt werden kann. Wie bereits erwihnt unterlag die genaue Quantifizierung
der absoluten MelA Aktivitit groBen Ungenauigkeiten. Es war daher auch nicht mdglich die
Aktivitdten verschiedener Stimme mit unterschiedlichen Promotor-Reportergen-Konstrukten
miteinander zu vergleichen. Tendenziell konnte aber festgestellt werden, dass die Aktivitét des

mdh Promotors im Durchschnitt ca. 40% geringer als die Aktivitit des rbskK / rpi Promotors ist.

3.6.3.3 clpL Promotor

Auch die Promotorsequenz des clpL Gens, das fiir das Protein P2, eine ATP abhéngige Clp-
ATPase kodiert, konnte mittels inverser PCR ermittelt werden (Abbildung 3.41).

Promotor ClpL-Protease

JiEEEEEER
.

TTTAAATATTTTTTCTATTGTATCGCTTTTAAATTAAATTTAGATCTGATTAATTAAATCTTAAT
CtsR-Bindestelle -10
TTTTGACCATTTTTGACTAAAATTGAGCAAATAACTAACCTTCATTACTCAGCCGTTTTATAATA

TAAGTACGAAGTTGAAAACAACTTTATCTAATCAGGGTGCTAATTATAGGTGCCCTAATATAAC

RBS Start
TTGGAAGAAGGATTATACAATGGCAAAC.....

Abbildung 3.41 Promotorsequenz des clpL Gens aus L. sanfranciscensis. Gezeigt ist ein schematischer
Ausschnitt des Genoms. Die unten dargestellte Sequenz befindet sich vor dem clpL Gen. Das Startkodon
und eine mogliche Ribosomenbindestelle (RBS) sind markiert. Eine typische -10-Region ist kursiv
dargestellt. Die konservierte Sequenz einer CtsR-Bindestelle ist ebenfalls markiert.

7 bp vor dem ATG Startkodon befindet sich eine ,,AG*“-reiche Region. Auflerdem sind eine
klassische -10-Region (,, TATAAT-Box*) und eine konservierte CtsR-Bindestelle vorhanden.

Mittels Northern Blot Analyse wurde gezeigt, dass die Transkription von clpL nach einer
Inkubation unter subletalem Hochdruck (80 MPa, 60 min, 30°C) im Vergleich zur Kontrolle
deutlich erhoht ist (Abbildung 3.42). Auch eine Inkubation fiir 60 min bei 12,5°C bewirkte
eine starke Zunahme der clpL mRNA, wihrend nach einer Inkubation unter Salzstress (2%
NaCl) nur ein geringer Anstieg zu beobachten war (Abbildung 3.42). In jeder Spur wurden
identische Mengen an RNA aufgetrennt. Die Quantifizierung dazu erfolgte mittels optischem
Verfahren (GeneQuant). Die RNA Menge in den einzelnen Spuren wurde dariiber hinaus durch

Féarbung eines identischen Gels mit Ethidiumbromid tiberpriift (nicht gezeigt).
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Kontr. HHD NaCl Kalte

ClpL

< e O 2,5F:<b Abbildung 3.42 Northern Blot Analyse gleicher RNA
Mengen von L.sanfranciscensis isoliert nach
Inkubation unter Hochdruck-, Salz- und Kiltestress
und Hybridisierung mit einer DIG markierten clpL
spezifischen DNA Sonde. Die Menge an detektierter
mRNA ist unter HHD- und Kiltestress deutlich erhoht.
Als Kontrolle wurde die gleiche Menge RNA von
unbehandelten Zellen aufgetragen. Die detektierte RNA
besitzt eine Grofie von ca. 2500 bp.

Eine genaue Quantifizierung des Induktionsfaktors fiir clpL mRNA nach Inkubation unter
HHD war auch in diesem Fall nicht moglich. Mittels eines zweiten Northern Blots und zwei
voneinander unabhingigen RNA Dot Blots wurde aber ein Wert von 5,2 + 2,6 ermittelt.

Die Analyse der quantitativen RealTime-PCR ergab einen Induktionsfaktor von 4,9 + 0,3 fiir
clpL mRNA von L. sanfranciscensis nach Inkubation fiir 60 min bei 80 MPa. Als Referenzgen
fiir die relative Quantifizierung wurde dabei das bereits beschriebene xpk Gen verwendet.

Die Untersuchungen mit dem Reportersystem fanden mit Stimmen von L. sanfranciscensis
statt, die das Plasmid pSH85354 trugen. Dieser Vektor wurde durch Klonierung der clpL
Promotorsequenz vor das melA Reportergen des Vektors pSH85350 generiert. Fiinf
voneinander unabhingig durchgefiihrte Versuche zeigten, dass eine exponentiell wachsende
Kultur nach Inkubation fiir 60 min bei 80 MPa im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
eine um den Faktor 4,6 + 0,4 erhOhte o-Galaktosidase Aktivitit besitzt. Eine Induktion der
MelA Aktivitdt wurde in diesem Stamm auch nach einer Inkubation fiir 60 min bei 12,5°C (5,7
+ 0,8) und in Medium mit einer NaCl Konzentration von 2% (2,4 + 0,4) beobachtet. Die
absolute MelA Aktivitit exponentiell wachsender Zellen konnte aber auch in diesem Fall nicht
eindeutig bestimmt werden. Allerdings besitzt der Stamm mit dem Vektor pSH85354 (clpL
Promotor) die hochste MelA Aktivitét aller in dieser Arbeit getesteten Stimme und liegt im
Durchschnitt um das zwei- bis dreifache iiber der Aktivitdt von Stdimmen mit dem Vektor

pSH85352 (rbsK / rpi Promotor).

3.6.3.4 clpX Promotor

Bisher sind von der Sequenz vor dem clpX Gen aus dem Genomprojekt (Pavlovic 2006)

lediglich 64 bp bekannt (Abbildung 3.43). Weitere, fiir die Regulation unter Umstidnden
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wichtige Sequenzabschnitte sind noch nicht entschliisselt. Daher ist eine weitere

Sequenzierung geplant.

Promotor ClpX

’,lllllllll >

-35 > -10 > RBS Start
CAACTCTTTTGCAACATTAAATCTTGTGGTATAGTTTGAGAGTGAAAAAATGACTTAGATAAAAATG

Abbildung 3.43 Promotorsequenz des clpX Gens aus L. sanfranciscensis. Die Sequenz enthilt eine
hypothetische -10-Region und -35-Region (kursiv, unterstrichen). Direkt vor der potentiellen -10-Region
befindet sich ein fiir Laktobazillen typisches ,,TGR*“-Motiv (fett). Eine mogliche Ribosomenbindestelle
(RBS) und das ATG Startkodon sind ebenfalls gekennzeichnet. Eine potentielle und fiir Promotoren von
clp Genen typische CtsR-Bindestelle ist mit Pfeilen markiert. Ndhere Erlduterungen siche Text.

5 bp stromaufwirts vor dem ATG Startkodon befindet sich ein ,,AGA* Triplett, das zwar keine
klassische Ribosomenbindestelle darstellt, von dem aber angenommen werden muss, dass
diese Region fiir die Bindung des Ribosoms verantwortlich ist. Eine leicht von der
Konsensussequenz abweichende -10-Region (,,TATAAT-Box*) ist vorhanden. Auch eine
mogliche -35-Region kann in der Sequenz identifiziert werden. Eine zur Konsensussequenz fiir
CtsR-Bindestellen homologe Region konnte ebenfalls gefunden werden.

Mit Ausnahme der Daten aus den 2D-Gelen existieren fiir dieses Protein bzw. das

entsprechenden Gen keine weiteren Daten zur Regulation unter HHD und anderen Stressarten.

3.6.3.5 ctsR Promotor

Neben dem kompletten Operon bestehend aus CtSR und clpC konnte im Rahmen dieser Arbeit
mittels inverser PCR auch ein groBer Teil der stromaufwirts gelegenen Promotorsequenz
aufgeklart werden (Abbildung 3.44). Am 5'-Ende wurde dabei ein hypothetischer
Transkriptionsterminator eines weiter stromaufwérts gelegenen Gens gefunden, der aus einer
inversen Wiederholung von 7 bp besteht und einen so genannten ,,stem* (Stamm) bilden kann.
Im Abstand von 12 bp befindet sich eine weitere so genannte ,,stem-loop* (Stamm-Schleife)
Struktur, die aus einer inversen Wiederholung von 18 bp (stem) besteht, die wiederum von der
symmetrischen Basenabfolge TTAATT (loop) getrennt wird. Nach dieser typischen
Terminator-Region beginnt der eigentliche Promotor des CtSR Operons. Neben einer mdglichen
-35-Region ist im typischen Abstand von 17 bp eine mit der Konsensussequenz komplett
tibereinstimmende -10-Region zu finden. Auch eine RBS konnte 7bp vor dem ATG-

Startkodon des CtsSR Gens identifiziert werden. Eine fast mit der Konsensussequenz
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iibereinstimmende CtsR Bindestelle komplettiert die Promotorsequenz und hat zur Folge, dass

die Transkription des Operons unter anderem auch durch das eigene Genprodukt reguliert

werden kann.

clpC
D .

Promotor ctsR

TTCGGGAAGCGGCTCAGCTAGGTAGAGCACCGGGTTTGGGACCAGGGGGT

CGCAGGTTCGAACCTGTCTTCCCGATCGAATAAAAAAGTACTGATGATTAA

TT'I"CATCAGTACI TTTTTGTTT IAATAAGTGAATTTGCT'I'GTCATTTAGGATC
-10 ctsR Bindestelle RBS Start
GATGTTTATATAATTAAAGTCAACATTAGTCAGAGATGAGATGATAATATG

Abbildung 3.44 Promotorsequenz des CtSR Operons aus L. sanfranciscensis bestehend aus den

Genen CtsR und cIpC. Vor der potentiellen Promotorsequenz befindet sich ein hypothetischer
der sich aus einer ,stem“ und ,stem-loop“ bildenden Sequenz

Transkriptionsterminator,

zusammensetzt(mit Pfeilen markiert). AuBlerdem enthidlt der Promotor eine mdgliche -10-Region und
eine -35-Region (kursiv, fett). Eine mogliche Ribosomenbindestelle (RBS), eine CtsR Bindestelle und
das ATG Startkodon sind ebenfalls gekennzeichnet. Néhere Erlduterungen siehe Text.

Aufgrund der moglichen Autoregulation des CtsR Operons durch den CtsR-Repressor wurde
auch die Aktivitit des CtSR Promotors in Abhéngigkeit verschiedener Stressparameter
untersucht. Erste Versuche mittels Northern Blot Analyse (ohne Abbildung) zeigten keine
eindeutigen Ergebnisse. Zwar konnte ein ca. 3000 bp groBes Transkript mit einer fiir clpC
spezifischen DIG markierten DNA Sonde detektiert werden, eine genaue Auswertung war aber
nicht moglich. Lediglich ein Trend zu erhdhter Expression des Operons nach einer Inkubation
fiir 10 min bei 42°C (Hitzestress) war zu beobachten. Fiir Kilte-, Salz- oder Hochdruckstress
wurde kein signifikanter Unterschied in der Expression im Vergleich zur Kontrolle festgestellt.
Durch Klonierung der kompletten Promotorsequenz in den Vektor pSH85350 vor das melA
Reportergen entstand der Vektor pSH85355. Nach Transformation in L. sanfranciscensis
konnte die MelA Aktivitdit in Abhidngigkeit der verschiedenen Inkubationsbedingungen
gemessen werden. Aufgrund der bereits beschriebenen Eigenschaften von MelA war eine
Analyse bei Hitzestress allerdings nicht moglich. Die restlichen Stressarten zeigten keine
signifikanten Auswirkungen auf die Aktivitdt des CtSR Promotors. So énderte sich die a-

Galaktosidase Aktivitdt nach einer Inkubation fiir 180 min bei 80 MPa um den Faktor 1,2 +
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0,4. Der Faktor nach Inkubation fiir 180 min in Medium mit 2% NaCl betrug 0,9 + 0,4, der
nach Inkubation bei einer Temperatur von 12,5°C betrug 1,4 + 0,5. Insgesamt ist die

Promotoraktivitdt eher schwach und unter Standardbedingungen mit der Aktivitdt des mdh

Promotors zu vergleichen.

3.6.3.6 dnaK Promotor

Die Organisation des dnaK Operons und die Charakterisierung der Promotorsequenz wurden in
den Kapiteln 3.6.1 und 3.6.2 ausfiihrlich beschrieben. Zur besseren Ubersicht sind in

Abbildung 3.45 nochmals die Promotorsequenz und ein Schema des Operons dargestellt.

Promotor HrcA GrpE DnaK Dnal
P> > >

'
1
]
1
'
'
1
'
'
'
'
]
1
'

GTAACTTTTGGGGATCATAATCCGGTTACAATTGAAATTAACATTCTAGGTTTTAACCAAA
ATATTTATGGTAATGAAGTTAAAGTTCAGTGGCTAAAGAAAATGCGTGATGAAGTCAAGTA
TACTGGTAAAGAAGCTTTGATTGAACAACTTAAACGGGATGAAATTAATACGCGTACGTAT
— «— -35 -
TTTAAAAATAATGGTTAAGCTTAATTCTITGACCTTAACTTTATTCCTTGGTACTCTATAAAT

———» CIRCE «—— RBS Start
GTACCTTAGCACTTGAAATGTGTGAGTGCTAAAAAGGAAGTGATGAAGATG

Abbildung 3.45 Promotorsequenz des dnaK Operons von L.sanfranciscensis. Hypothetische
Ribosomenbindestelle (RBS), Startkodon und -10-Region bzw. -35-Region sind markiert. Invertierte
Sequenzwiederholungen sind unterstrichen und mit Pfeilen gekennzeichnet. Eine typische HrcA

Repressor Bindestelle ist beschriftet (CIRCE).

Northern Blot Analysen zeigten, dass verschieden groBe mRNA Transkripte mit Lingen
zwischen 1900 bp und 4900 bp gebildet werden (vergleiche Abbildungen 3.33 und 3.36). Eine
signifikant erh6éhte Expression der einzelnen Gene des dnaK Operons konnte nach einer
Inkubation unter Hitze-, NaCl-, und Hochdruckstress beobachtet werden. Eine Quantifizierung
der Induktionsfaktoren war aufgrund der verschiedenen Transkripte aber sehr problematisch.
Aus diesem Grund wurden RNA Dot-Blot Analysen mit identischen Mengen isolierter RNA
durchgefiihrt. Die Proben wurden mit DIG markierten DNA Sonden spezifisch fiir dnaK, bzw.
spezifisch fiir das Referenzgen xpk als Kontrolle hybridisiert und detektiert (Abbildung 3.46).

Die Induktions-Faktoren wurden mittels zwei voneinander unabhéngiger Versuchen ermittelt.

Eine Inkubation fiir 10 min bei 42°C fithrte dabei zu einer um den Faktor 8,9 + 2,2 erhOhten
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Expression von dnaK im Vergleich zu xpk. Die Inkubation fiir 60 min unter Hochdruck
bewirkte bei 45 MPa einen 3,7 = 1,8 fachen und bei 80 MPa einen 2,2 + 1,4 fachen Anstieg
von dnaK im Vergleich zum Referenzgen. Eine Inkubation fiir 60 min bei 12,5°C zeigte mit
dem Faktor von 0,8 + 0,2 keine signifikante Veranderung der Expression des Operons. Bei
einer Inkubation fiir 100 min bei einer Salzkonzentration von 0,75 M war mit einem Faktor
von 10,8 + 4,7 wiederum eine starke Erhohung der Expression zu beobachten (vergleiche
Abbildung 3.38). Fiir die Salzkonzentration in der Hohe wie sie fiir die bisherigen Versuche
benutzt wurde und die von der Intensitit mit den anderen Stresskonditionen vergleichbar ist
(2% NaCl), liegen keine gesonderten Ergebnisse vor. Basierend auf den Versuchen aus Kapitel
3.6.1 (Abbildung 3.34) kann aber davon ausgegangen werden, dass der Induktions-Faktor bei

einer Salzkonzentration von 2% etwa zwischen 2,0 und 4,0 liegt.

Kontr. Hitze Kalte 45MPa 80MPa

00 O @
00000~

Abbildung 3.46 Dot Blot Analyse mit RNA aus L. sanfranciscensis isoliert nach Inkubation
unter verschiedenen Stressbedingungen. Die Proben mit gleichen RNA Mengen wurden mit
DIG markierten DNA Sonden spezifisch fiir dnaK bzw. spezifisch fiir das xpk Referenzgen
hybridisiert und detektiert.

Eine Untersuchung zur Expression von dnaK nach Hitze- und Hochdruckstress wurde auch
mittels RealTime PCR durchgefiihrt. Nach Inkubation fiir 10 min bei 42°C konnte dabei eine
Erhohung der Expression um den Faktor von 2,6 + 0,5 gemessen werden. Eine Inkubation der
Zellen fiir 60 min bei 80 MPa (1,6 + 0,4) bzw. 30 min bei 45 MPa (1,3 £+ 0,7) zeigte hingegen
keinen signifikanten Anstieg der mRNA Menge.

AuBerdem wurden auch noch Untersuchungen der dnaK Promotoraktivitdt mit dem melA
Reportersystem durchgefiihrt. Dazu wurde durch Klonierung des entsprechenden Promotors
vor das melA Gen im Vektor pSH85350 der Vektor pSH85351 generiert (siehe Kapitel 3.6.1).
AnschlieBend wurde dann der Einfluss verschiedener Stressfaktoren auf die Aktivitat des dnakK
Promotors in Stdimmen von L. sanfranciscensis, die diesen Vektor tragen, untersucht. Die
Abhingigkeit der Promotoraktivitit von der NaCl Konzentration wurde bereits in einem
fritheren Teil dieser Arbeit ausfiihrlich untersucht und beschrieben (vergleiche Abbildung

3.32). Die restlichen Ergebnisse wurden aus je zwei voneinander unabhidngigen Versuchen



Ergebnisse 113

generiert. Nach Inkubation fiir 60 min bei 12,5°C konnte keine signifikante Verdnderung (1,2 +
0,3) gegeniiber Zellen beobachtet werden, die unter optimalen Bedingungen bei 30°C inkubiert
wurden. Eine Inkubation fiir 60 min bei 80 MPa hingegen erhdhte die MelA Aktivitdt um den
Faktor 2,7 + 0,5 signifikant. Insgesamt ist die dnaK Promotoraktivitét relativ hoch und liegt nur
ca. 30% unter der des clpL Promotors, der die hochste Aktivitdt aller in dieser Arbeit

untersuchten Promotoren besitzt.

3.6.3.7 groESL Promotor

Nach Sequenzierung und Charakterisierung des kompletten groESL Operons (vergleiche
Abbildung 3.19) sollte an dieser Stelle die Analyse der nur teilweise bekannten
Promotorsequenz dargestellt werden. In Abbildung 3.47 sind die bekannten 85 Basenpaare vor
dem ATG-Startkodon des groES Gens gezeigt. Die vollstindige Sequenz wird mit dem

Abschluss der Genomsequenzierung erwartet.

Promotor GroES GroEL
/lllllllllll ~~~~~~~~~~ > >
TG -10 > CIRCE ¢
AATTCGTCTGTATTATATTAGTAAGTGAAGTTAGCACTCTTTATTTATGAGTGCTAAA
RBS Start
AAAGAAATTTTGGAGGTTTTAGATATG

Abbildung 3.47 Promotorsequenz des groESL Operons von L. sanfranciscensis. Hypothetische
Ribosomenbindestelle (RBS), Startkodon und eine mdgliche -10-Region inklusive einem typischen ,,TG-
Motiv* sind markiert. Eine typische HrcA Repressor Bindestelle ist beschriftet (CIRCE) und deren
invertierte Sequenzwiederholung mit Pfeilen gekennzeichnet.

Neben einer moglichen RBS besitzt der Promotor eine hypothetische -10-Region, der ein bei
Laktobazillen hiufig vorkommendes ,,TG-Motiv* vorangestellt ist. Die genaue Bestimmung
der Promotorsequenz ist schwierig, da keine weiteren Sequenzinformationen vorliegen und so
eine mogliche -35-Region im korrekten Abstand nur vermutet werden kann. Wie bei der
Promotorregion von dnaK ist auch hier eine gut konservierte HrcA Bindestelle (CIRCE-
Element) zwischen der -10-Region und der postulierten RBS vorhanden. Weitere regulatorisch
aktive Sequenzmotive oberhalb der -10-Region kénnen aufgrund fehlender Sequenzdaten nur

vermutet werden.
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Analog zum Anstieg der Menge an GroEL in der Proteomanalyse konnte eine erhohte
Expression von groEL nach Inkubation unter HHD auch in der Transkriptionsanalyse mittels
Microarray und RT-PCR festgestellt werden (Pavlovic 2006). Diese Ergebnisse konnten
mittels Northern-Blot und Hybridisierung mit DIG markierten DNA Sonden, die spezifisch fiir
groEL sind, auch in dieser Arbeit bestitigt werden (Abbildung 3.48).

Kontr. Hitze Kélte Salz HHD

Abbildung 3.48 Northern Blot Analyse gleicher
RNA Mengen von L. sanfranciscensis isoliert nach
Inkubation unter Hitze-, Kailte-, Salz-, und
Hochdruckstress. Die Hybridisierung erfolgte mit
einer DIG markierten groEL spezifischen DNA
Sonde. Das detektierte Signal mit einer Grofle von
ca. 2300 bp entspricht der Gro3e der mRNA fiir das
- - s B R 2300bp  gesamte groESL Operon. Die Intensitit ist in Zellen

- nach Inkubation unter Hitze-, Salz-, und
Hochdruckstress deutlich erhoht. Als Kontrolle
wurde die gleiche Menge RNA von unbehandelten
Zellen aufgetragen. In Zellen, die unter Hitze
inkubiert wurden ist eine zweite, mit ca. 4300 bp
deutlich grofere Bande zu beobachten.

- 4300 bp

Nach Inkubation fiir 60 min bei 80 MPa betrug der ermittelte Induktions-Faktor fiir groESL
mRNA aus zwei voneinander unabhingigen Versuchen 2,7 £ 0,6. Die Untersuchung weiterer
Stressbedingungen zeigte nach Inkubation fiir 10 min bei 42°C (Hitzestress) eine Zunahme der
Expression um den Faktor 6,3 + 1,4 und nach Inkubation fiir 60 min in Medium mit einer NaCl
Konzentration von 2% (Salzstress) eine Zunahme um den Faktor 3,2 + 0,6. Eine Inkubation bei
einer Temperatur von 12,5°C hatte hingegen keine signifikante Auswirkung (0,8 + 0,3) auf die
Expressionsrate von groESL. Fiir die Quantifizierung wurden die Intensititen der detektierten
Signale herangezogen, die einer Grof3e von 2300 bp und somit in etwa der Gréfe des gesamten
groESL Operons entsprechen. Auffallend war eine zweite und mit ca. 4300 bp deutlich
groBBeres RNA Signal, das in Zellen nach Inkubation bei 42°C detektiert werden konnte. Auch
nach Inkubation unter den anderen Stressbedingungen konnte dieses Signal teilweise in
schwacher Form beobachtet werden (Abbildung 3.48).

Fiir die Analyse des groESL Promotors mit Hilfe des Reportersystems ist die vorliegende
bekannte Promotorsequenz zu kurz. Da entscheidende Teile fiir die normale Aktivitit des
Promotors fehlen wiirden, falls nur die in Abbildung 3.48 dargestellte Sequenz vor das
Reportergen kloniert werden wiirde, ist zum jetzigen Zeitpunkt eine Untersuchung mit dem
Reportersystem nicht moglich. Auch zur relativen Promotorstirke kann somit keine Aussage

getroffen werden.
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3.6.3.8 cps1D Promotor

In der Microarray Analyse von Pavlovic (2006) konnte das Gen einer Glykosyltransferase mit
der Bezeichnung cpslD als eines der unter HHD am stirksten induzierten Gene bei
L. sanfranciscensis identifiziert werden. Dieses Resultat konnte mittels RealTime PCR
verifiziert werden (Pavlovic 2006). Neben einer Partialsequenz des Gens csplD ist auch ein
grof3er Teil der vor dem ATG-Startkodon gelegenen Sequenz bekannt (Abbildung 3.49).

Vor dem postulierten Startkodon ist eine ,,AG“-reiche Sequenz vorhanden, die als RBS
fungieren konnte. Eine potentielle -10-Region und eine -35-Region konnten ebenfalls gefunden
werden. Zwei auffallend Thymidin reiche Sequenzen (,, TT(T/A)ATTTTTTTATT®) innerhalb
der moglichen Bindestelle der RNA Polymerase befinden sich zwischen der -35-Region und
der -10-Region, bzw. kurz nach der -10-Region. Auch die Wiederholung eines ,,TCCCA*-

Motivs zwischen der -10-Region und der RBS ist ungewdhnlich.

Promotor Cps1D Gykosyltransferase

EEEEEEEEEEEEEN] >

AACTTAATAATTGTCATGTTTTTTCTTAAAATTAAAGATAGGAATAACTAGTAAAGAAATAAGA
GGAAGCCACAG CATAGTTTTATATACATTTAGAAATGAATTTT:I?’(SBAGTTTATTTTTTATTTG GA
GATAI'I?TATCATTAATTTTTTTATTAGTCGTAACCTCTG CTCAAAAGTTCACTTAGAGCCGGTA
GAGTAAGTATGCGATGTICCCAGAATCTCCCACTTCAAGCGTCAAGCCGTAGGCTTAGCTA

RBS Start
AGTGGGAGTAGTTCAAACTTTGCATTTGTGAAAGGACGATAATTTAATG

Abbildung 3.49 Mogliche Promotorsequenz des cpslD Gens von L. sanfranciscensis. Hypothetische
Ribosomenbindestelle (RBS), postuliertes ATG-Startkodon und mégliche -10-Region und -35-Region
sind markiert. Ungewdhnliche Wiederholungen von Sequenzmotiven, die u. U. Einfluss auf die
Genregulation besitzen, sind unterstrichen. Weitere Einzelheiten sieche Text.

Die Klonierung der gesamten Promotorsequenz inklusive dem ATG-Startkodon vor das melA
Gen des Vektors pSH85350 resultierte in einem neuen Vektor mit der Bezeichnung pSH85356.
Nach Transformation in L. sanfranciscensis konnte die o-Galaktosidase Aktivitdt in
Abhingigkeit des cps1D Promotors unter verschiedenen Stressbedingungen ermittelt werden.
Unter optimalen Wachstumsbedingungen ist die MelA Aktivitét in diesen Stimmen nur sehr
gering und betragt im Durchschnitt nur ca. 10% der Aktivitét des L. sanfranciscensis Stammes,

der den Vektor pSH85352 (rbsK/rpi Promotor) besitzt. Eine Inkubation exponentiell
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wachsender Zellen bei 80 MPa zeigte weder nach 60 min (1,2 £+ 0,4), noch nach 180 min (0,9 +
0,3) eine signifikante Verdnderung der MelA Aktivitit im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
Auch eine Inkubation fiir 60 min bei 12,5°C (0,7 + 0,4) oder in Medium mit 2% NaCl (1,0 +
0,3) fiihrte zu keiner wesentlichen Anderung der a-Galaktosidase Aktivitit. Eine Induktion der

cpslD Promotoraktivitdt durch die in dieser Arbeit getesteten Stressparameter konnte mit dem

MelA-Reportersystem somit nicht bestitigt werden.

3.6.3.9 xpk Promotor

Das fiir eine Phosphoketolase kodierende xpk Gen aus L. sanfranciscensis wurde bereits in
Kapitel 6.3.2 beschrieben und ausfiihrlich auf seine Eignung als Referenzgen fiir die
RealTime-PCR untersucht. Dabei wurde mittels Northern Blot Analyse festgestellt, dass die
Transkription weder durch HHD, noch durch Kilte, Hitze oder hohe Salzkonzentrationen

beeinflusst wird. Die Ergebnisse aus der DNA Microarray Analyse (Pavlovic 2006) wurden

somit bestitigt. In Abbildung 3.50 ist die Promotorsequenz des Xpk Gens gezeigt.

Promotor Xpk Phosphoketolase >

CGTATTGAAACTAAAATATATTGTAGTGAATTCTGGTTTCTTTTCACCAAGA
TCCAGGTCTTATCAACCATCTTGCTGAAAAGAAACCAGAATTCACTACAAAT
ATTTTAGTTACAATACGTTTGTTAATCTCTCAGATTAGCTTTCTAGGAAAGC

GGATACAACGCTTGCAACATCACATTTGAAATTGATACGTACCAATTTCAA
-35 -10

AAAGTTITGACTTTTTGTGAAATGTTGTTAATATAGATTGTGTAGCTGAGTTA

GATTTTAACTTAATCATATTTTAAAATCAATCATTTGGTTGATGATTATTAA

RBS Start
AAGGAGTGTTATTGCATG

Abbildung 3.50 Promotorsequenz des Xpk Gens von L.sanfranciscensis. Hypothetische
Ribosomenbindestelle (RBS), Startkodon und mogliche -10-Region und -35-Region sind
hervorgehoben. Inverse Wiederholungen von Sequenzmotiven, die u. U. Einfluss auf die Genregulation

besitzen, sind mit Pfeilen markiert. Weitere Einzelheiten sieche Text.

Vor dem ATG-Startkodon befindet sich eine potentielle Ribosomenbindestelle. AuBlerdem
kann eine mogliche -10-Region inklusive einem unmittelbar davor liegendem ,,TG-Motiv* und
eine potentielle -35-Region im entsprechenden Abstand von 16 bp gefunden werden.

Auffallend ist die inverse Wiederholung eines Sequenzabschnitts aus jeweils 12 bp zwischen
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der -10-Region und der RBS. Eine weitere inverse Wiederholung einer jeweils 6 bp langen
Sequenz befindet sich stromaufwirts der -35 Region.

Um die Aktivitdt des Xpk Promotors und die konstitutive Expression von Xxpk auch mit dem
MelA-Reportersystem nachweisen zu konnen, wurde die gesamte Promotorsequenz vor das
Reportergen des Vektors pSH85350 kloniert. Der entstandene Vektor pSH85357 wurde
darauthin in Zellen von L. sanfranciscensis transformiert und die resultierenden Klone auf ihre
MelA Aktivitit unter verschiedenen Stressbedingungen untersucht. Die konstitutive
Expression des xpk Gens konnte in allen Fillen durch eine unverdnderte Xpk Promotoraktivitat
unter den verschiedenen Stressbedingungen bestdtigt werden. Nach einer Inkubation
exponentiell wachsender Zellen fiir 60 min bei 80 MPa konnte kein signifikanter Unterschied
(1,2 £ 0,4) der a-Galaktosidase Aktivitdt im Vergleich zu unbehandelten Zellen gemessen
werden. Auch eine Inkubation bei 12,5°C (0,9 + 0,2) oder in Medium mit 2% NaCl (1,4 £+ 0,5)
bewirkten keine Verdnderung. Die basale MelA Aktivitdt unbehandelter Zellen ist mit der von

Zellen mit dem Vektor pSH85352 (rbsK / rpi Promotor) vergleichbar.

3.6.3.10 fusA Promotor

AbschlieBend sollte zum Vergleich zu den unter HHD induzierten Genen und dem Promotor
des konstitutiv exprimierten Xpk Gens auch ein Promotor analysiert werden, dessen Aktivitit
unter HHD reduziert ist. Die von Pavlovic (2006) durchgefiihrte Transkriptionsanalyse zeigte,
dass die mRNA des fir den Elongationsfaktor G kodierenden fusA Gens nach einer
Hochdruckbehandlung bei 45 MPa um den Faktor 2,5 reduziert ist. Dabei handelte es sich
bereits um eines der am stirksten reprimierten Gene, die in dieser Arbeit identifiziert werden
konnten (Pavlovic 2006). Mittels RT-PCR konnte Pavlovic dieses Ergebnis fiir eine
Hochdruckbehandlung bei 45 MPa bestitigen (-3,3 + 0,0). Nach einer Inkubation bei 80 MPa
(Druck, bei der die groBte Stressantwort erwartet wird) konnte fiir dieses Gen jedoch keine
Verianderung der Expression (1,2 + 0,1) festgestellt werden (Pavlovic 2006).

Die entsprechende Promotorsequenz des fusA Gens stammt aus dem Genomprojekt (Pavlovic
2006) und ist in Abbildung 3.51 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass vor dem ATG-Startkodon
eine ,,AG"“-reiche Sequenz vorhanden ist, die als Ribosomenbindestelle fungieren konnte.
Neben einer -10-Region und einem dazugehorigen typischen ,,TG-Motiv* konnte auch eine
hypothetische -35-Region im passenden Abstand von 13 bp stromaufwérts gefunden werden.
Eine inverse Wiederholung von 12 Basenpaaren nach der -10-Region konnte in der Lage sein
eine rdumliche Struktur auszubilden. Auf diese Weise ist eine Beeinflussung der Regulation

sowohl auf Ebene der Transkription, als auch der Translation denkbar.
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Zur Charakterisierung der Genexpression und Promotoraktivitit des fusA Gens kam neben den
bereits erwihnten molekularbiologischen Methoden wie DNA Microarray und RT-PCR auch
das auf dem melA Gen basierende Reportersystem zum Einsatz. Dazu wurde die bekannte
Promotorsequenz vor das Reportergen im Vektor pSH85350 kloniert und auf diese Weise der
neue Vektor pSH85358 konstruiert. L. sanfranciscensis Stamme, die mit diesem Plasmid
transformiert wurden, besitzen a-Galaktosidase Aktivitdt. Die Expression des Reportergens ist
dabei direkt von der Aktivitdt des fusA Promotors abhdngig. Unter Standardbedingungen
besitzen exponentiell wachsende Zellen im Vergleich zu Zellen mit den Plasmiden pSH85351
(dnaK Promotor) oder pSH85354 (clpL Promotor) eine relativ geringe MelA Aktivitat, die im
Bereich von Stimmen mit den Plasmiden pSH85353 (mdh Promotor) oder pSH85355 (ctsR
Promotor) liegt. Eine signifikante Verdnderung der a-Galaktosidase Aktivitdt nach Inkubation
unter verschiedenen Stressbedingungen war nicht zu beobachten. So lagen die Werte nach
einer Inkubation fiir 180 min in Medium mit einer NaCl Konzentration von 2% bei 1,4 + 0.4.
Eine Inkubation fiir 180 min bei einer Temperatur von 12,5°C (1,2 + 0,4) oder fiir 180 min
unter HHD bei 80 MPa (0,8 + 0,2) hatten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die

gemessenen Enzymkonzentrationen.

Promotor Elongationsfaktor G

EEEEEEEESR >

GTGACCGTCTCGCTAAAGAAATTATTGATGCATCAAACAATACTGGTGCAGCTGTTAAGAAAC

-35
GTGAAGATACACACAAAATGGCTGAAGCTAACCGTGCTTTCGCTCATTACCGTTGGTAATCTT

TG -10 <
CTGATTGCTTAATTGCAATTAAAGGGTGGCTAAGAAATTGGCCACTTTTTTAGAACTATTGAAT
RBS Start
TTTAAAAGGAGTTAATAATG

Abbildung 3.51 Promotorsequenz des fusA Gens von L.sanfranciscensis, das fiir den
Elongationsfaktor G kodiert. Hypothetische Ribosomenbindestelle (RBS), ATG-Startkodon und
mogliche -10-Region und -35-Region sind ebenso markiert und hervorgehoben wie ein typisches ,,TG-
Motiv* vor der -10-Region. Eine inverse Sequenzwiederholung von 12 bp ist mit Pfeilen gekennzeichnet.



Diskussion 119

4 Diskussion

4.1 Bestimmung der Stressparameter

Obwohl bereits zahlreiche Untersuchungen zur Anwendung von Hochdruck (HHD) als
schonende und umweltfreundliche Methode zur Pasteurisierung von Lebensmitteln existieren,
ist der Mechanismus der Abtotung von Mikroorganismen durch HHD bisher weitgehend
unbekannt. Es ist bekannt, dass Milchsdurebakterien beim Wechsel von optimalen zu
suboptimale Wachstumsbedingungen mit der Expression von mindestens 100 allgemeinen
Stressproteinen reagieren konnen (Van de Guchte etal. 2002). Neben dem Mangel an
Nahrstoffen konnen auch physikalische Verdnderungen der Umweltparameter wie
Temperatur oder pH-Wert eine physiologische Antwort induzieren. Auflerdem gibt es
Hinweise, dass Mikroorganismen fiir viele Stressarten (z. B. Kélte, Hitze, niedriger pH-Wert,
osmotischer oder oxidativer Stress) dariiber hinaus auch noch eine individuelle Stressantwort
besitzen. Fiir beide, sowohl fiir die allgemeine, als auch fiir die spezielle Stressantwort ist
bekannt, dass sie die Uberlebensfihigkeit einer Zelle unter ungiinstigen Umwelteinfliissen
signifikant erhohen konnen (Gaidenko und Price 1998). Dabei steht neben der Ausbildung
von Adaptationen vor allem die Bildung von Kreuzresistenzen im Mittelpunkt des Interesses.
Besonders fiir die Lebensmittelindustrie ist wichtig, inwieweit eine induzierte Stressantwort
fiir die Entwicklung von Adaptation und Kreuzresistenzen im Zusammenhang mit Hochdruck
relevant ist. Dazu sollte in dieser Arbeit die HHD induzierte Stressantwort charakterisiert und
mit anderen, zum Teil besser verstandenen Stressantworten verglichen werden. Grundlage fiir
alle Versuche bildete die Bestimmung der unterschiedlichen, lebensmittelrelevanten
Stressparameter fiir Hitze-, Kélte-, Sdaure- und Salzstress, die die maximale Wachstumsrate
des Modellorganismus L. sanfranciscensis auf 10% reduzieren. Unter diesen Bedingungen ist
eine deutliche Stressantwort zu erwarten (Sanders etal. 1999). Um Adaptation und
Kreuzresistenz nachweisen zu kdnnen, mussten auch die letalen Stressparameter gefunden
werden, die so hoch sind, dass sie flir unbehandelte Zellen zwar letal sind, gleichzeitig aber
auch mild genug sind, so dass Zellen mit erworbener Resistenz noch {iberleben kénnen. Nach
Bestimmung dieser Parameter fiir subletalen und letalen Hochdruck-, Kélte-, Hitze-, Salz- und
Séurestress mittels Wachstums- und Absterbekinetiken konnte mit den eigentlichen

Versuchen dieser Arbeit begonnen werden.
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4.2 Adaptation und Kreuzresistenz

Besonders bei der industriellen Anwendung von HHD spielen Mechanismen, die eine
Adaptation oder Kreuzresistenz induzieren und somit den Erfolg einer Pasteurisierung
beeintrachtigen konnen, eine wichtige Rolle. Eine Inaktivierung von Mikroorganismen durch
HHD hingt in Lebensmitteln und anderen Produkten wie Kosmetika oder Pharmazeutika
dabei nicht nur von den Prozessparametern wie Druckhdhe und Druckhaltezeit, sondern auch
von den Produktparametern wie Temperatur, Salzgehalt oder pH-Wert ab. Auch der
physiologische Status und die Wachstumsphase der Zellen sowie eine eventuelle
Vorbehandlung (Historie) konnen einen Einfluss auf die Hochdrucktoleranz besitzen.

Auch wenn eine Ausbildung von Adaptation und Kreuzresistenz in Kombination mit
verschiedenen Stressarten bei unterschiedlichen Milchsdurebakterien bereits mehrfach gezeigt
werden konnte (Boutibonnes et al. 1991, Hartke et al. 1996, Kets et al. 1996, Broadbent et al.
1997, Broadbent und Lin 1999), existieren bislang nur wenige Untersuchungen in
Zusammenhang mit HHD.

Bei L. plantarum konnte nach Inkubation bei erhohter Temperatur eine zunehmende
Sensitivitdt gegeniiber HHD beobachtet werden (ter Steeg et al. 1999). Dieser Effekt war
auch in der vorliegenden Arbeit mit L. sanfranciscensis zu beobachten. Weitere
Untersuchungen mit diesem Organismus zeigten zusitzlich, dass auch eine Vorinkubation der
Zellen unter subletalen Bedingungen wie Kilte-, Siure- oder Salzstress die Uberlebensrate
nach einer anschlieBenden letalen Hochdruckbehandlung (300 MPa) deutlich erhéhen kann
(Kreuzresistenz). Eine erhohte Druckresistenz von L. sanfranciscensis konnte auch in der
stationdren Phase (Hungerstress) und nach einer subletalen Hochdruckbehandlung bei 80 MPa
(Adaptation) beobachtet werden. Mit Ausnahme erhdhter subletaler Temperaturen (Hitze)
fiihrte bei L. sanfranciscensis eine Vorinkubation unter den anderen untersuchten Stressarten
immer zu einer gesteigerten Resistenz gegeniiber einer anschlieBenden letalen
Hochdruckbehandlung.

Eine Vorinkubation unter subletalen Hochdruckbedingungen kann aber nicht nur zu einer
Adaptation fiihren, sondern kann auch die Resistenz von Zellen gegeniiber anderen letalen
Stressbedingungen beeinflussen. So haben Ananta und Knorr (2003) von einer erhdhten
Thermotoleranz bei L. rhamnosus nach Inkubation unter subletalem HHD berichtet.

Aus diesem Grund wurden fiir L. sanfranciscensis zusétzlich auch komplementire Versuche
durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass nach einer Vorinkubation unter subletalem
Hochdruck (80 MPa) die Zellen von L. sanfranciscensis deutlich sensitiver gegeniiber einer

Inkubation in stark saurem Medium (pH 2,0) reagieren. Dieselben Zellen wiesen im Vergleich
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zu unbehandelten Zellen gleichzeitig aber auch eine signifikant hohere Resistenz gegeniiber
letaler Hitze auf. Dieser Effekt konnte unter Umstdnden, wie auch von Ananta und Knorr
(2003) vorgeschlagen, fiir eine optimierte Prdparation von Starterkulturen mittels
Spriihtrocknung genutzt werden.

Wurden die Zellen nach einer Vorinkubation unter subletalem HHD eingefroren und wieder
aufgetaut oder einem letalen Salzstress ausgesetzt, zeigte sich im Vergleich zu unbehandelten
Zellen kein deutlicher Unterschied in der Uberlebensrate.

Bei diesen Ergebnissen fallt auf, dass kein Zusammenhang zwischen den komplementiren
Versuchen besteht. Wéhrend eine subletale Vorinkubation unter Kélte- und Salzstress eine
erhohte Resistenz gegeniiber einer letalen Hochdruckinkubation induzierte, hatte eine
subletale Inkubation unter Hochdruck keine Auswirkungen auf die Uberlebensrate nach
einem letalen Kilte-, bzw. Salzstress. Im Fall von Hitze und Sdure sind die Ergebnisse im
Zusammenhang mit Hochdruck sogar kontrér und bewirken nach einer Vorinkubation sowohl
gesteigerte, als auch erniedrigte Resistenz gegeniiber den jeweils anderen Stressbedingungen.
Wihrend eine Inkubation bei moderater Hitze die Hochdruckresistenz deutlich verringerte,
wiesen Zellen nach einer subletalen Vorinkubation unter HHD eine erhohte Resistenz
gegeniiber einer letalen Hitzebehandlung auf. Bei Versuchen mit Siurestress war das
Ergebnis genau umgekehrt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wird die Komplexitit des Einflusses von Hochdruck auf die Zelle
deutlich. Eine direkte Beziehung zwischen den verschiedenen Stressarten mit Hochdruck ist
auf den ersten Blick nicht zu erkennen. Um die beschriebenen Effekte und somit die Wirkung
von Hochdruck auf die Zelle bzw. den Abtétungsmechanismus von HHD zu kldren, reichen
die physiologischen Versuche alleine daher nicht aus.

Die Versuche mit Chloramphenicol zeigten, dass in Gegenwart dieses Antibiotikums eine
Adaptation an HHD bei L. sanfranciscensis nicht moglich ist. Daraus kann gefolgert werden,
dass fiir eine durch HHD induzierte Resistenz eine funktionierende Proteinbiosynthese
benotigt wird. Auch bei L. rhamnosus wurde fiir die Induktion der Hitzeresistenz nach einer
Hochdruckbehandlung die Neusynthese von Proteinen vorausgesetzt (Ananta und Knorr
2004). Aufgrund dieser Ergebnisse scheint zur Ausbildung einer Adaptation bzw.
Kreuzresistenz in Zusammenhang mit Hochdruck die Protein de novo Synthese eine wichtige
Rolle zu spielen.

Um die Verdnderungen im Proteom nach Inkubation der Zellen unter HHD und den anderen

Stressbedingungen charakterisieren zu konnen, sollten im weiteren Teil der Arbeit mittels
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hochauflosender 2D-Gelelektrophorese die verschiedenen Stressantworten untersucht und mit

der Hochdruckstressantwort verglichen werden.

4.3 Charakterisierung der Stressantwort auf Proteomebene

Bei mesophilen Bakterien, in deren natiirlichen Lebensraum in der Regel keine signifikanten
Druckschwankungen vorkommen, ist prinzipiell nicht wie bei anderen Stressarten mit einer
hochdruckspezifischen Stressantwort zu rechnen. Wie die vorangegangenen Versuche gezeigt
haben, scheint unter Hochdruck dennoch eine Verdnderung auf Ebene des Proteoms von
L. sanfranciscensis stattzufinden, die zu den beobachteten Adaptationen und Kreuzresistenzen
fiihrt. Bisher existieren zur HHD induzierten Stressantwort bei Mikroorganismen nur wenige
Studien. Vor allem fiir den Modellorganismus E. coli (Gram negatives Bakterium) und den
Eukaryoten S. cerevisiae existieren Daten (Welch et al. 1993, Aertsen et al. 2004, Fernandes
et al. 2004, Iwahashi 2003).

Erste Versuche zur Anderung der Proteinexpression unter verschiedenen Druckhdhen bei
einem Gram positiven Bakterium wurden von Drews etal. (2002) an L. sanfranciscensis
durchgefiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Stressantwort von L. sanfranciscensis
nach einer Inkubation fiir eine Stunde bei 80 MPa nédher charakterisiert und anschlieBend mit
den Kailte-, Hitze-, Salz-, Hunger-, und Siurestressantworten vergleichbarer Intensitit
verglichen.

Nach Auswertung der 2D-Gelanalysen wurden insgesamt 16 Proteine detektiert, deren Menge
sich in Zellen nach einer Hochdruckbehandlung signifikant von der Menge in unbehandelten
Zellen unterschied. Dabei ist zu beachten, dass trotz der sehr sensitiven Silberfarbung mit
dieser Methode niemals das komplette Proteom einer Zelle erfasst und visualisiert werden
kann. Das Proteom ist dabei als die Menge aller Proteine definiert, die aufgrund der
genetischen Information in der Zelle potentiell synthetisiert werden konnen (Wasinger et al.
1995). Proteine, die nur unter bestimmten Umweltbedingungen synthetisiert werden oder in
nur sehr niedriger Konzentration bzw. geringer Kopienzahl in der Zelle vorliegen, konnen auf
diese Weise nicht detektiert werden. Auch konnen mit den verschiedenen
Extraktionsmethoden nie alle Proteine einer Zelle (zytoplasmatische, membrangebundene,...
Proteine) gleichzeitig in Losung gebracht werden. Schlie3lich gibt es auch keine Moglichkeit
die Proteine mit extremen pl Werten (sehr sauer oder sehr basisch) oder GroBen (sehr kleine
und sehr grofle) zusammen auf einem Gel darzustellen. Auch wenn die 2D-Gelelktrophorese
nach wie vor die Methode der Wahl fiir komplexe Proteomanalysen ist, konnen immer nur

kleinere Ausschnitte des gesamten Proteoms im Detail betrachtet werden. Champomier-
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Verges etal. (2002) haben die Differenz der theoretisch erwarteten mit den tatsdchlich
gefundenen Ergebnissen der Proteomanalyse verschiedener Bakterien untersucht und
gleichzeitig einen Uberblick iiber Details und Perspektiven der Proteomanalyse bei
Milchsédurebakterien gegeben. Aufgrund dieser theoretischen Untersuchungen wurden in der
vorliegenden Arbeit die Bedingungen so gewihlt, dass ein Grofteil des Proteoms von
L. sanfranciscensis analysiert werden konnte. Dennoch konnten sehr kleine (M, < 7kDa), sehr
basische (pl > 10) und sehr saure (pl < 3) Proteine, sowie Membranproteine und Proteine in
sehr niedrigen Konzentrationen mit den hier angewandten Methoden nicht erfasst werden.

So wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass von den 16 durch Hochdruck beeinflussten
Proteinen unter HHD 9 Proteine verstiarkt und 7 Proteine vermindert synthetisiert werden. Da
diese 16 Proteine unter den anderen untersuchten Stressbedingungen zum Teil sehr dhnlich
reguliert sind, konnte eine spezifische Hochdruckstressantwort bei L. sanfranciscensis nicht
festgestellt werden. Lediglich ein einziges Protein (P6) wird spezifisch durch HHD induziert.
Andererseits gibt es auch nur ein einziges Protein (P13), das unter allen Stressbedingungen
gleich reguliert wird.

Die Hochdruckstressantwort scheint bei L. sanfranciscensis somit aus einer Mischung
verschiedener Stressantworten zu bestehen. Dies lésst sich unter Umstdnden dadurch erkléren,
dass sich die physikalische Wirkung von Druck auf die Zelle zum Teil mit den Wirkungen der
anderen Stressarten liberschneidet. Es ist denkbar, dass die Zelle auf die einzelnen physiko-
chemischen Effekte von Hochdruck nicht mit einer spezifischen Stressantwort, dafiir aber mit
einer individuellen Kombination aus mehreren Komponenten verschiedener Stressantworten
reagiert. Die moglichen Effekte reichen dabei von Konformationsdnderungen an DNA, RNA
und Proteinen, iiber Modifikationen an den Ribosomen bis hin zu Verdnderungen an der
Zellmembran (Russel etal. 1995, Eriksson etal. 2002, VanBogelen und Neidhardt 1990,
Vigh etal. 1998, Bartlett 2002). Auch bei Versuchen mit E. coli konnte die Beobachtung
gemacht werden, dass sich die Antwort auf Hochdruckstress aus verschiedenen
Stressantworten zusammensetzt (Welch etal. 1993; Ishii etal. 2005). Da verschiedene
physikalische Stressparameter in der Zelle dhnliche Effekte hervorrufen kdnnen, reagiert die
Zelle wahrscheinlich auf die einzelnen Wirkungen, die eine Stressart in einer Zelle hervorruft
mit einer spezifischen Stressreaktion. Die Summe dieser Reaktionen bildet dann die fiir jede
Stressart individuelle Stressantwort. So ist auch die gleichzeitige Expression von Hitze- und
Kalteschockgenen als Reaktion auf Hochdruckstress zu erkldren.

Zusitzlich ist bei Milchsdurebakterien die spezifische Regulation der Genexpression im

Gegensatz zu anderen Bakterien aufgrund der geringeren Auswahl an alternativen Sigma-
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Faktoren eingeschrankt (Van de Guchte etal. 2002, Bolotin etal. 2001). So kann bei
Milchsédurebakterien generell ein geringerer Unterschied der einzelnen Stressantworten erklart
werden.

Die individuelle Stressantwort auf Hochdruck besteht bei L. sanfranciscensis somit aus der
Kombination verschiedenster Stressproteine, deren Expression in der Regel auch unter
anderen Stressbedingungen beeinflusst wird. Spezifische Stressproteine, die nur durch
Hochdruck reguliert werden, konnten mit einer Ausnahme nicht gefunden werden.

Durch die Identifizierung der einzelnen, an der Hochdruckstressantwort beteiligten Proteine
sollte versucht werden, genauere Aussagen iiber die Wirkung von HHD auf die Zelle zu

treffen.

4.4 Proteinidentifizierung

Wie die Versuche mit Chloramphenicol zeigten, spielt die funktionierende Proteinbiosynthese
eine wichtige Rolle fiir die Ausbildung von Adaptation und Kreuzresistenz im
Zusammenhang mit Hochdruck. In diesem Teil der Arbeit sollten die insgesamt 16
gefundenen HHD ,,sensitiven Proteine diskutiert werden.

Von allen 16 Proteinen konnte mittels klassischen Edman-Abbaus oder mit Hilfe
massenspektrometrischer Verfahren Aminosduresequenzen interner Peptidfragmente ermittelt
werden. Uber computergestiitzte Homologievergleiche waren somit statistische Aussagen zu
den jeweiligen Funktionen moglich. Wie bereits erwédhnt sind bei der Bildung von
Adaptationen und Kreuzresistenzen vor allem die unter Hochdruck induzierten Proteine
interessant. Aus diesem Grund konzentrierte sich die weitere Arbeit vorrangig auf die
insgesamt 9 durch Hochdruck induzierten Proteine (P1 bis P9). Diese Proteine werden im
Kapitel 4.5 ausfiihrlicher diskutiert und so weit moglich nach erfolgreicher Sequenzierung
auch charakterisiert.

Bei den restlichen 7 Proteinspots ist davon auszugehen, dass sie bei der Bildung der
verschiedenen Stressantworten und somit bei der Entstehung von Kreuzresistenzen und
Adaptationen nur eine untergeordnete Rolle spielen, da diese Effekte zum Grof3teil auf einer
Neusynthese und Akkumulation von Proteinen beruhen. Eine Identifizierung und
Charakterisierung der Proteine P10 bis P16, deren Menge unter HHD abnimmt, wurde in
dieser Arbeit daher nicht weiter betrieben, obwohl eine gezielte Verminderung bestimmter
Proteine im Rahmen einer spezifischen Stressantwort generell nicht ausgeschlossen werden
kann. So konnten die Zellen z. B. bestimmte Stoffwechselwege blockieren, um unter Stress

spezifische Zwischenprodukte oder Energietriger wie ATP fiir iiberlebenswichtige
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Funktionen zur Verfiigung zu haben. Auch eine gezielte Reduktion von Regulationsfaktoren
der Transkription und Translation, sowie von Proteinen, die filir das Zellwachstum bendtigt
werden, konnte unter Stressbedingungen hilfreich fiir das Uberleben der Zelle sein. Auf diese
Weise konnen Hochdruck sensible und hochprizise Vorgénge wie z.B. die Replikation, deren
Fehlerrate unter Druck zunimmt, gezielt abgeschaltet und weiterer Schaden in der Zelle

verhindert werden.

4.5 Charakterisierung ausgewihlter Gene und Proteine

Von einigen der durch Hochdruck induzierten Proteine konnte die komplette Gensequenz
ermittelt werden. Aus den genetischen Informationen konnte dann die vollstdndige
Proteinsequenz abgeleitet werden, so dass von manchen Proteinen nun die vollstindige
Information iiber die jeweilige Aminosduresequenz vorliegt. Die Sequenzinformationen der
Gene bzw. Proteine sind fiir Homologievergleiche nétig und dariiber hinaus essentiell fiir
molekularbiologische Arbeiten. Erst so sind Klonierungen oder Modifikationen wie dem
Anhdngen so genannter ,tags*“ fiir eine effiziente Proteinreinigung und die rekombinante
Expression moglich. Diese Arbeiten wiederum sind fiir die Charakterisierung der
Proteinfunktionen und Proteineigenschaften unerlésslich.

Im Folgenden sollen die Untersuchungsergebnisse der durch Hochdruck induzierten Gene

bzw. Proteine diskutiert werden.

4.5.1 Ribokinase / Ribose-5P-Isomerase (P1)

Das Protein P1 ist das unter subletalem Hochdruck am stirksten induzierte Protein. Dieses
Protein wurde bereits in den Arbeiten von Drews et al. (2002) und Scheyhing (2004) als ein
durch HHD induziertes Protein beschrieben. In beiden Fillen wurde unabhéngig voneinander
eine starke Homologie zu Ribokinasen aus verschiedenen Mikroorganismen gefunden. Wie in
Kapitel 3.4 erwédhnt, konnte bisher jedoch noch nicht gekldrt werden, weshalb dieses Protein
aus L. sanfranciscensis mit einer Masse von ca. 60 kDa (GroBenbestimmung im SDS-Gel)
fast doppelt so grof3 ist wie alle bisher bekannten Ribokinasen. Die Erklarung, es konnte sich
um e¢in Dimer handeln (Drews et al. 2002), kann aufgrund der denaturierenden Wirkung im
SDS-Gel als unwahrscheinlich betrachtet werden. Mittels nano-ESI-LC-MS/MS konnte im
Rahmen dieser Arbeit noch eine zweite Doméne in diesem Protein entdeckt werden, die
Homologien zu verschiedenen Ribose-5-P-Isomerasen besitzt. Im Normalfall existieren in
jeder Zelle fiir diese beiden Funktionen getrennte Enzyme. Ein dhnliches Enzym, welches die
Aktivitdten einer Ribokinase und einer Ribose-5-P-Isomerase kombiniert, konnte bisher noch

in keinem Organismus identifiziert werden. Aus diesem Grund wurde mittels reverser Genetik
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das entsprechende Gen vollstindig sequenziert. Der gesamte Leserahmen des Gens besitzt
eine Lange von 1623 bp. Eine Nukleotid-Nukleotid BLAST Analyse (blastn) zeigte, dass auf
DNA Ebene neben einigen kleineren Abschnitten vor allem die Region zwischen Basenpaar
110 und 185 bei Genen von Ribokinasen und anderen Kinasen bei Gram positiven Bakterien
konserviert ist (Abbildung 4.1 a). Ein zweiter Abschnitt zwischen den Basenpaaren 1170 und
1240 weist signifikante Ahnlichkeiten zu einer Ribose-5-Phosphat Isomerase aus Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293 auf (Abbildung 4.1 b).

Besonders hervorzuheben ist die bereits erwdhnte einmalige Kombination der beiden
funktionellen Regionen in einem einzigen Gen. Obwohl beide Enzyme essentielle Funktionen
besitzen und bei Vertretern aller drei Doménen der Lebewesen (Eukaryoten, Prokaryoten,
Archaebakterien) zu finden sind, scheint die Kombination dieser beiden Enzyme bisher noch
bei keinem anderen Organismus beobachtet worden zu sein. Alle bisher beschriebenen
Ribokinasen und Ribose-5-P Isomerasen sind auf eigenen Genen kodiert und als eigene
Enzyme aktiv. Selbst bei nah verwandten Milchsdurebakterien wurde bisher noch kein Enzym

beschrieben, welches beide Funktionen in einem Protein vereint.

a) >F_ gi | 78609255]| emb | CR936503.1] l] Lactobacillus sakei strain 23K complete genome

Length=1884661

Features in this part of subject sequence:
Ribokinase

Score = 58.0 bits (29), Expect = 6e-05
Identities = 41/45 (91%), Gaps = 0/45 (0O%)
Strand=Plus/Plus

Query 111 TGGTGGTGGTAAAGGTGCTAACCAAGCTATTGCAGCTGCTCGTTC 155

PERERL LRRRRRRR R e e ip eeennnn it
Sbjct 194519 TGGTGGCGGTAAAGGTGCTAACCAAGCAATCGCAGCTGTTCGTTC 194563

b)
>F_ gi 116096021 |gb|CP000414.1] l] Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
ATCC 8293, complete

genome

Length=2038396

Features in this part of subject sequence:
Ribose 5-phosphate isomerase

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.66
ldentities = 58/70 (82%), Gaps = 0/70 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 245 TAGATTTAACGGTTGATGGTGCGGATGTTGTTGATCATCAACTTAACGGAATTAAAGGTG 304
TRRRRRRRRL RReenennnnnnner eenenntr e v ee ie 1 rli

Sbjct 596881 TAGATTTAACAATTGATGGTGCGGATGAGGTTGATCAGCATTTAAATGGCATCAAAGGTG 596940

Query 305 GTGGTGCAGC 314

Sbjct 596941 GTGGAGCAGC 596950

Abbildung 4.1 Ausschnitte aus der Trefferliste der blastn-Analyse des Gens pl. Der jeweils
dargestellte DNA Abschnitt des Gens besitzt Homologien zu konservierten Abschnitten von Genen
verschiedener Gram positiver Bakterien, die fiir Ribokinasen (a) bzw. Ribose-5-P Isomerasen (b)
kodieren.

Da in den Arbeiten von Scheyhing (2004) und Drews et al. (2002) fiir die Identifizierung von

P1 mittels Sequenzierung interner Peptidfragmente zuféllig immer Fragmente aus dem ersten
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Teil (Ribokinase-Domine) des gesamten Proteins P1 analysiert wurden, blieb die Existenz
einer zweiten Doméne zunichst verborgen. Erst die Aufklidrung der gesamten Gensequenz
mittels inverser PCR offenbarte die Kombination von Ribokinase und Ribose-5-P Isomerase
in einem Gen bzw. in einem Enzym. Damit ist die offene Frage beziiglich dem ungewdhnlich
hohen Molekulargewicht des Proteins P1 geklért.

Auch die Untersuchung auf Proteinebene bestitigte dieses Ergebnis. Wie bereits erwihnt,
kodiert das Gen fiir ein Enzym mit zwei unterschiedlichen Doménen und besitzt eine Grof3e
von insgesamt 540 Aminosduren bzw. ein Molekulargewicht von 58,2 kDa. Diese Grof3e
stimmt sehr gut mit dem aus den 2D-Gelen abgeschdtzten Wert fiir das Protein P1 iiberein.
Auch der berechnete isoelektrische Punkt von 4,99 liegt im Bereich des fiir P1 ermittelten
Wertes (pl 4,9). Eine Analyse des gesamten Proteins mittels Protein-Protein BLAST (blastp)
bestitigte ebenfalls den Aufbau aus zwei Dominen. Die ersten 308 Aminosduren entsprechen
einer Ribokinase (RbsK), die zweiten 232 Aminoséduren einer Ribose-5-Phosphat Isomerase

(RpiA) (Abbildung 4.2).

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 100 zon F0n o 00 S40
L 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 |

Abbildung 4.2 Ausschnitt aus der Trefferliste der blastp-Analyse des Proteins P1. Das gesamte Protein
besteht aus zwei Doménen mit unterschiedlichen Enzymfunktionen. Der erste Teil besitzt die vorhergesagte
Funktion einer Ribokinase, der zweite Teil besitzt die Funktion einer Ribose-5-P Isomerase.

Die Homologie auf Ebene der Aminosduresequenz zwischen Ribokinasen und Ribose-5-P
Isomerasen verschiedener Organismen ist in einigen Abschnitten sehr hoch. Selbst zwischen
weit entfernt verwandten Lebewesen gibt es Regionen, die fiir Ribokinasen (Abbildung 4.3,
Bork et al.1993, Jung etal. 2000) bzw. Ribose-5-P Isomerasen (Abbildung 4.4, Ishikawa
et al. 2002, Hamada et al. 2003) stark konserviert sind. Mit berechneten Molekulargewichten
von 32,8 kDa fiir die Ribokinase-Doméine und 25,4 kDa fiir die Ribose-5-P Isomerase-
Domine stimmen beide Werte auch gut mit den GroBlen der entsprechenden Proteine aus
anderen Organismen iiberein.

Ribokinasen, die wie Adenosinkinasen, verschiedene Fruktokinasen, Inosin-Guanosin-
Kinasen und weitere Kinasen zur Familie der PfkB Carbohydratkinasen zéhlen (Bork et al.
1993), wurden aufgrund ihrer zentralen Rolle im Stoffwechsel der meisten Lebewesen bereits
gut untersucht. Vor allem am Modellorganismus E. coli sind zahlreiche Arbeiten dazu
durchgefiihrt worden (Hope etal. 1986, Sigrell etal. 1997). Dank kristallographischer

Untersuchungen sind selbst die Struktur des Enzyms (Dimer aus zwei identischen
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Untereinheiten) und der Mechanismus der Enzymreaktion weitestgehend aufgeklart (Sigrell
etal. 1998 und 1999, Schumacher et al. 2000). In diesen Arbeiten wurden auch essentielle
Sequenzmotive wie z. B. ein stark konserviertes ,,GG-Motiv* bzw. eine konservierte ATP-
Bindestelle beschrieben, die auch in der Ribokinase-Domédne des Proteins P1 aus

L. sanfranciscensis wiedergefunden werden konnen.

5 gi]15220039) ref|nP_173159.1] I Kinase/ ribokinase [Arabidopsis > gi81427812| ref|vp_394811.1] [ Ribokinase [Lactobacillus sakei subsp.

‘thaliana] sakei 23K]

Length=379 914959404 |gb|AAD34338.1|AF115391_7 B ribokinase Rbsk [Lactobacillus
sakei]

Score = 151 bits (381), Expect = 2e-35, Method: Composition-based stats.

Identities = 106/309 (34%), Positives = 169/309 (54%), Gaps = 12/309 (3%k) Sg—l—l—l—lal'(ezsggﬁ“sa emb]ca154499.1] B Ribokinase [Lactobacillus sakei subsp.
Length=302

Query 4 1 IVVGSTNVDKVLNVEKYALPGETLA INTYQQSHGGGKGANQAIAAARSGADTTFITKLG
63

Score = 314 bits (804), Expect = 4e-84, Method: Composition-based stats.

++WGS N D+ +E+  GET++ T Q+ GGKGANQA A+ T F+ +.G Identities = 177/301 (58%), Positives = 225/301 (74%), Gaps = 2/301 (0%
Shjct 71 LVVVGSANADIYVEIERLPKEGETISAKT-GOTLAGGKGANOAACGAKLMYPTYFVGRLG entities (58%), Positives (74%), Gaps ©%
129 Query 1 MKKIIVVGSTNVDKVLNVEKYALPGETLAINTYQQSHGGGKGANQAIAAARSGADTTFIT
60
Query 64  NDEDAKMMVKGFKADG--MNIDDVITTTDQETGKAY ITVDKSGQNS I YVYGGANMAMTPT MKK+IV4GSTNVD +LNV+++ PGETLA++ + GGGKGANQAIAA RSGA T Fl+
121 Sbjct 1 MKKVIVLGSTNVDTILNVQRFPQPGETLAMDG-RAVAGGGKGANQAIAAVRSGAQTAFIS
D K++ + DG +++D V + ++ TG A + + GQNSI + GGANM P 59
Sbjct 130 EDAHGKLIAEALGDDGCGVHLDYVRSVNNEPTGHAVVMLQSDGQNS I | IVGGANMKAWPE
189 Query 61 KLGNDEDAKMMVKGFKADGMN I DDV I TTTDQETGKAY I TVDKSGQNS I YVYGGANMAMTP
120
Query 122  DVDAHKSAI I-NADRVIAQLEIPVPAVIEAFKIAKEHGVQT I LNPAPAKE-LPEELLKLT K+G + A M+ FK DGMN+D V +  TG+AYI VD GQNSI +YGGAN +T
179 Sbjct 60  KVGKEGAADFMIDTFKKDGMNVDHVRCSETAGTGQAY IMVDAHGQNS IL 1 YGGANQDVTV
1+ NA V+ Q EIP I+ K K+ GV L+ +P ELL 119
Sbjct 190  IMSDDDLEIVRNAGIVLLQREIPDSINIQVAKAVKKAGVPV I LDVGGMDTPIPNELLDS1
249 Query 121 TDVDAHKSAIINADRVIAQLE IPVPAVIEAFKIAKEHGVQT ILNPAPA-KELPEELLKLT
179
Query 180 DIITPNESEAATLTGIEVKDETSMLANAKFFFERGIKMV | I TVGGRGSFF~~-~ATPDDH DV ++Al ADR++AQ E+P+PA+IEAFKIA+ +GVQTILNPAPA K +P ELL +T
235 Sbjct 120 EDVHEAETAIKAADRIVAQFEVPIPAIIEAFKIARANGVQT ILNPAPAIKNIPTELLAVT
DI++PNE+E + LTG+ +  + + G+K V++ +G +GS P 179
Sbjct 250 DILSPNETELSRLTGMPTETFEQISQAVAKCHKLGVKQVLVKLGSKGSALFIQGEKP1QQ
309 Query 180 DIITPNESEAATLTGIEVKDETSMLANAKFFFERGIKMVI ITVGGRGSFFATPDDHALIP
239
Query 236 ALIPPFPAKVVDTTAAGDTFIGSLASQLEIDLSNIRKAMLYASHASSLT IQVAGAQNSIP . D+l PNE+EA +TGI+V DE SM ANA+ F+ GIK+VIITVG +GSF+ATP +P
505 Sbjct 180 DMIVPNETEAEIITGIKVTDEASMQANAEAMFKLGIKVV I ITVGSKGSFYATPTATGFVP
239

++IP A+VWDTT AGDTF + A + ++ + + + +A+ A+SL +QV GA S+P
ggJSCt 310 SHIP--AAQUVDTTGACDTFTAAFAVAN-VEGKSHEECLRFAAMAASLCVQUKGAIPSIP Query 240 PFPAKVVDTTAAGDTFIGSLASQLEIDLSNIRKAMLYASHASSLTIQVAGAQNSIPTREA
299

F VDTTAAGDTFIG+L+++LE+D SNI AM YA+ ASS+ +Q GAQNSIP +

Query 296 TREAILNVI 304 Sbjct 240 AFKVNAVDTTAAGDTF IGALSTKLELDYSN IEAAMTYANKASS IAVQTKGAQNS IPYEKD
299

R+++L ++
Sbjct 367 DRKSVLKLL 375
Query 300 1 300

1
Sbjct 300 1 300

Abbildung 4.3 Ausschnitte aus der Trefferliste der blastp-Analyse der ersten 308 Aminosiuren des
Proteins P1. Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen zwischen L. sanfranciscensis und einem Vertreter
eines nah verwandten Organismus (rechte Seite: Lactobacillus sakei) und einem weit entfernt verwandten
Organismus (linke Seite: Arabidopsis thaliana). Selbst bei wenig verwandten Organismen sind einige
Regionen wie die ATP-Bindestelle VDTTAAGDTF oder ein ,,GG-Motiv* der Ribokinase stark konserviert.

= gi ]94536844 | ref|NP_033101.2] ribose 5-phosphate isomerase A [Mus >|— gi|116496102|ref|YP 807836.1] [ 5] Ribose 5-phosphate isomerase

musculus] [Lactobacillus casei ATCC 334]
Length=303 g||116106252|gb|ABJ71394 1] Bl ribose 5- -phosphate isomerase [Lactobacillus
casei ATCC 334]

Score = 111 bits (278), Expect = 2e-23, Method: Composition-based stats. Length=229
Identities = 76/225 (33%), Positives = 126/225 (56%), Gaps = 8/225 (3%)

Score = 182 bits (463), Expect = 9e-45, Method: Composition-based stats.

Query 1 MTKTEIEKQKAQAAAYAAKLVPDHIVLGLGSGTTAAYFVKAINQRINDEHLDIQCVATSV Identities = 99/212 (46%). Positives = 130/212 (65%). Gaps = 0/212 (O%)
l60

MHKE K+ A A V o+ VLGHGSGHT  + V+ | +R+ E+LD+ C+ TS 8  KQKAQAAAYAAKLVPDHIVLGLGSGTTAAYFVKAINQRINDEHLD I QCVATSVGTEKLAE
Sbjct 68  MSKAEEAKKLASHTA-VENHVKNNQVLGIGSGST IVHAVQR I AERVKQENLDL ICIPTSF 2;9”’ QAQ Q Q
126

K K +AA AA+ V D + +GLG+G+T Y V+Al QRI DEHL++ VATSV T K AE

j 1 T \T'
Query 61  GTEKLAEKLGMRMLDVNT IDQVDLTVDGADVVDHQLNG IKGGGAALLFEKLVADMSKQNI 221 ct 5 KLKQEAAQRAAEFVEDGNTIGLGTESTVVYLVEATAQRIKDEHLNLTGVATSVRTRKQAE

120

B +L + G+ + D++  ++DL +DGAD VD +LN IKGGG L EK+VA + + I Query 68  KLGMRMLDVNTIDQVDLTVDGADVVDHQLNG IKGGGAALLFEKLVADMSKQNIWIVDQSK
Sbjct 127 QARQLILQYGLTLSDLDQHPE IDLAIDGADEVDAELNL IKGGGGCLTQEK IVAGYASRFI 127
186 LG+ M ++ + Q+DLT+DGAD VD  GIKGGG + L EK+VA S +NIWIVD++K

Sbjct 65  SLGIPMKALDEVGQIDLTIDGADEVDKHFQGIKGGGRSHLIEKIVAINSARNIWIVDETK
Query 121 WIVDQSKYTDSLAGHI---LTIEVIPFGGMGVFRYLKEN-GYQPEFRFKDN--GDILETD 154
174
1D K+ <L +IEVIP  + VR ++ G+ER N G ++ TD uery 128 YTDSLAGHILTIEVIPFGGMGVFRYLKENGYQPEFRFKDNGDILETDSGNYLINIIIPKD
Sbjct 187 VIADFRKDSKNLGDRWHKG IPIEVIPMAYVPVSRAVAQKFGGEVELRMAVNKAGPW-TD 237 Y Q
[pas D+L L 4EVIPFG + + L + G +P +R ++G  TDS NY+I++ + K

j VI Pl F R AYR Tl Y
Query 175 SGNYLINIIIPKDADLEKLSIDLKKQTGWEHGLFLNVCDELIIG 219 ita)}'tCt 125 LVDTLGKFPLPLEVIPFGSGKLLQRLADEGLKPAYRLNEDGSKALTDSKNY IIDLHLGK1

+GN++++ + +++ +K  GW+ GLF+N+ + + G

Sbjct 246  NGNFILDWKFDRVHKWSEVNTAIKMTPGVVDTGLF INMAERVYFG 290 Query 188 ADLEKLSIDLKKQTGVVEHGLFLNVCDELIIG 219

L+ L KQ G+VEHGLFL++ +++G
Sbjct 185 EHPHLLAEWLNKQVGIVEHGLFLDLVKTVWG 216

Abbildung 4.4 Ausschnitte aus der Trefferliste der blastp-Analyse der zweiten 232 Aminosiuren des
Proteins P1. Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen zwischen L. sanfranciscensis und einem Vertreter
eines nah verwandten Organismus (rechte Seite: Lactobacillus casei) und einem weit entfernt verwandten
Organismus (linke Seite: mus musculus). Selbst bei nur wenig verandten Organismen sind einige Regionen
wie das ,,JKGGG*“-Motiv, das ,,VLGLGSGT*“-Motiv, das ,DGAD“-Motiv, das ,,EVIP“-Motiv bzw. das
,,GLF“-Motiv der Ribose-5-P Isomerase stark konserviert.
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Aufgrund der Ahnlichkeit moglicher Reaktionszentren und der dreidimensionalen Struktur
konnen Untersuchungsergebnisse zur Enzymreaktion wie in der Arbeit von Maj und Gupta
(2001) oder von Andersson und Mowbray (2002) auf homologe Enzyme aus anderen
Organismen iibertragen werden. Die Dissertation von Andersson (2004) iiber die Enzyme des
Ribose Metabolismus von E. coli lieferte weiteres wertvolles Wissen zu Ribokinasen. Neben
diesem Enzym hat sich die Autorin in ihrer Arbeit auch mit zwei Varianten von Ribose-5-P
Isomerasen (RpiA und RpiB) aus E. coli beschéftigt, die auf jeweils separaten Genen kodiert
sind. Genau diese Enzymfunktion ist auf der zweiten Doméne des beschriebenen Proteins P1
kodiert. Die Homologie zu RpiA ist dabei hoher als zu RpiB. Da es sich wie bei RbsK auch
bei RpiA um ein fiir alle Lebewesen essentielles Protein handelt, existieren hierzu ebenfalls
bereits zahlreiche Arbeiten (Skinner und Cooper 1971 und 1974, Sprenger 1995). Neben
molekularbiologischen Analysen (Hove-Jensen und Maigaard 1993, Sorensen und Hove-
Jensen 1996, Reuter etal. 1998, Jung etal. 2000) sind auch fiir dieses Enzym bereits
Strukturen aus verschiedenen Organismen aufgeklirt und der Reaktionsmechanismus bekannt
(Ishikawa et al. 2002, Rangarajan et al.2002, Zhang et al. 2003, Hamada et al. 2003). Wie
Ribokinasen bestehen auch Ribose-5-P Isomerasen in allen Féllen aus Homo-Dimeren, die
eine komplexe Struktur aus a-Helices und B-Faltblittern bilden (Andersson 2004).

Im hier untersuchten L. sanfranciscensis sind beide Enzyme auf einem einzigen Protein
vereint. Zu welchen Auswirkung auf die Enzymaktivitit diese zum ersten Mal beschriebene
Kombination dieser beiden essentiellen Enzyme fiihrt, ist bislang nicht bekannt.

Die Southern-Blot Analyse mit einer fiir rbsK spezifischen DIG markierten DNA-Sonde
zeigte, dass im Genom von L. sanfranciscensis kein zweites Gen dieser Art vorhanden ist.
Dieses Ergebnis konnten an zwei weiteren Stimmen (TMW 1.52 und 1.392) bestétigt werden.
Das bedeutet, dass L.sanfranciscensis anscheinend kein weiteres Gen mit Ribokinase-
Aktivitat besitzt und somit die Phosphorylierung von Ribose komplett vom Protein P1
bewerkstelligt werden muss.

Um die prognostizierten Enzymaktivititen dieses Proteins verifizieren zu konnen, sollte das
Protein P1 weiter charakterisiert werden. Dazu wurde das komplette Gen (rbsK/rpi) nach
anfanglichen Schwierigkeiten (Bildung von ,inclusion bodies®) erfolgreich in E. coli
heterolog {iiberexprimiert und aufgereinigt. Zum Vergleich wurden auch die beiden
Genabschnitte, die jeweils nur eine Enzymdomine kodieren (rbsK bzw. rpi) einzeln
tiberexprimiert und ebenfalls aufgereinigt.

Im Anschluss daran konnte die Aktivitdt der gereinigten Enzyme untersucht werden. Zum

Nachweis der Ribokinase Aktivitidt wurde dabei der von Andersson (2004) beschriebene, pH-
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Wert abhingige Enzymtest verwendet. Auch wenn diese Methoden keine genaue
Quantifizierung erlaubt, ist sie dennoch dem von Hope beschriebenen und mit drei weiteren
Enzymreaktionen gekoppelten Nachweis vorzuziehen (Hope et al. 1986, Sigrell et al. 1997).
Auch der Nachweis reduzierender Zucker geméll Nelson’s Assay (Nelson 1944, Lopilato
et al. 1984) oder der von Maj und Gupta beschriebene radiochemische Assay (Maj und Gupta
2001) stellen keine besseren Alternativen dar. Die Anderung der Farbe bei einem pH-
Indikator wie Phenolrot (pH 6,8 gelb; pH 7.8 rot) ist nicht linear. Der Farbwechsel geschieht
umso schneller, je mehr sich der pH-Wert dem Umschlagsbereich ndhert. Daher war eine
absolute Quantifizierung mit dieser Methode nicht mdglich. Fiir einen semiquantitativen
Nachweis der Ribokinase-Aktivitidt war der Test aber ausreichend. So erkannte man deutlich,
dass eine Erhohung der Enzym- oder der Substratmenge im Ansatz die Geschwindigkeit der
Enzymreaktion den Erwartungen entsprechend ansteigen lasst. Aulerdem konnte beobachtet
werden, dass die Standzeit zwischen Herstellung des Ansatzes (Puffer + Enzym) und dem
Reaktionsstart (Zugabe der Ribose) Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit besitzt. So
dauerte es z. B. mehrere Minuten bis zu einer photometrisch messbaren Farbédnderung des
Indikators, wenn die Reaktion unmittelbar nach Herstellung des Puffer-Enzym Ansatzes
durch Zugabe der Ribose gestartet wurde. War der identische Ansatz hingegen einige
Minuten gealtert, konnte nach Zugabe gleicher Substratmengen die Enzymreaktion sofort
gemessen werden. Dies deutet darauf hin, dass das Enzym, welches zunichst in
Elutionspuffer geldst ist, die entsprechenden Pufferbedingungen benétigt, um zu einem
aktiven Enzym dimerisieren zu konnen. Diese These wurde durch die Arbeiten von
Andersson und Mowbray (2002), sowie von Maj und Gupta (2001) und Sigrell et al (1999)
gestlitzt, die die Aktivierung von Ribokinase in Abhéngigkeit verschiedener Parameter
untersucht haben.

Alle beschriecbenen Beobachtungen konnten sowohl mit dem gesamten Protein Pl
(RbsK/Rpi), als auch mit der Ribokinase-Doméne alleine (RbsK) gemacht werden.
Qualitative Unterschiede konnten dabei nicht festgestellt werden. Da mit dem Enzymtest
keine genauere Quantifizierung der Enzymaktivitit moglich war, konnte ein Unterschied der
Reaktionskinetiken (Michaelis-Menten-Kinetik) zwischen dem gesamten Protein und der
Ribokinase-Doméne nicht untersucht werden. Eine Behandlung der Enzymlosung fiir 10 min
bei 85°C fiihrte zu einer kompletten Inaktivierung. Der Einsatz der Ribose-5-P Isomerase-
Doméne (Rpi) alleine zeigte wie erwartet keine Ribokinase-Aktivitét.

Um die Aktivitidt der Ribose-5-P Isomerase nachzuweisen, stand kein passender und leicht

durchfiihrbarer Enzymtest zur Verfiigung. Die in der Literatur beschriebenen Verfahren sind
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entweder mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln nicht durchfiihrbar oder nicht sensitiv
genug. So konnte mittels Absorptionsmessung eine Isomerisierung von Ribose-5-P zu
Ribulose-5-P weder direkt bei einer Wellenldnge von 290 nm (ODyg), noch indirekt durch
eine Farbreaktion mit Carbazol und Bestimmung der Absorption bei 540 nm (Nachweis von
Kestosen) nachgewiesen werden (Wood 1970, Dische und Borenfreund 1951, Mizanur et al.
2001). Die Durchfithrung des von Jung etal. (2000) beschriebenen und an mehrere
Enzymreaktionen gekoppelten Aktivititstests war mit den vorhandenen Mitteln ebenfalls
nicht moglich.

Aus diesem Grund sollte die RPI-Aktivitdt mittels HPLC Analytik und den geeigneten
Standardsubstanzen Ribose, Ribose-5-P und Ribulose-5-P nachgewiesen werden. In diesem
Zusammenhang wurde auch die RbsK-Aktivitdt mittels HPLC-Analytik untersucht. Dabei
konnten die vermuteten Enzymaktivitdten qualitativ nachgewiesen werden. So konnte die
Rpi-Doméne Ribose-5-P zu Ribulose-5-P und umgekehrt isomerisieren. Fiir die RbsK-
Doméne wurde bestétigt, dass in Anwesenheit von ATP Ribose zu Ribose-5-P phosphoryliert
wird. Das gesamte Protein P1 (RbsK/Rpi) ist somit in der Lage beide Reaktionen zu
katalysieren.

Somit wurde experimentell bestdtigt, dass die bislang einmalig beobachtete Kombination
beider Enzymfunktionen im Protein P1 voll funktionsfihig ist. Ob die gekoppelte
Enzymreaktion Vorteile gegeniiber zwei getrennten Enzymreaktionen besitzt und dieses
Protein eine evolutiondre Weiterentwicklung darstellt, ist unklar. Um den genauen
Mechanismus des Proteins P1 mit den bereits bekannten Mechanismen der einzelnen Enzyme
vergleichen zu konnen, wire es interessant, wenn auch hier kristallographische
Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten.

Welche Funktion dieses Enzym im Rahmen einer Stressantwort spielt, ist nicht klar. Bisher ist
weder eine Ribokinase, noch eine Ribose-5-P-Isomerase als ein durch Stress induziertes
Protein bekannt. Interessant ist, dass das Protein P1 aus L. sanfranciscensis nicht nur unter
Hochdruck, sondern auch bei Kéltestress und in der stationdren Phase sehr stark induziert
wird (Induktionsfaktor > 10). Auch nach subletalem Salz- und Saurestress konnte eine starke
bzw. miBige Zunahme (Induktionsfaktor 5-10 bzw. 2-5) festgestellt werden. Nach einer
Inkubation bei erhohter Temperatur (Hitzestress) konnte hingegen keine Verdnderung der
Proteinkonzentration beobachtet werden. In Abbildung 4.5 ist ein Schema dargestellt, das
neben den beiden Enzymreaktionen im Ribose-Metabolismus (Ribose => Ribose-5-P =>
Ribulose-5-P) auch die angrenzenden Stoffwechselwege in der Zelle zeigt, die dem

Organismus bei Stress unter Umstdnden von Vorteil sein konnten. Neben dem normalen
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Pentose Katabolismus zur Energiegewinnung konnte vor allem die Synthese von
Phosphoribosyl-Pyrophosphat als Vorlaufer zur Synthese der Aminosduren Tryptophan und
Histidin, bzw. zur de novo Synthese von Nukleotiden eine wichtige Rolle bei der
Stressantwort spielen. Vor allem eine gesteigerte Synthese von GTP, das als Boten- und
Signalmolekiil fiir die Aktivierung einer Stressantwort von Bedeutung ist, konnte in diesem

Zusammenhang vermutet werden.

Tryptophan Biosynthese

Ribose Phosphoribosyl- —Histidin Biosynthese
ATP AMP Pyrophosphat \ De-novo Synthese von
ADPD rbsk 4) (PRPP) Purin- und Pyrimidin-
ATP Nukleotiden
Ribose-5-P <«— Nukleotid-Metabolismus l
I rp| GTP
Ribulose-5-P — 6-Phospho-Glukonat «— Glukose-6-P
Co,
Arabinose Riboflavin-, FMN-, FAD-Synthese
Xylulose-5-P

Pentose Katabolismus
(Laktat, Acetat)

Abbildung 4.5 Stoffwechselwege ausgehend von Ribose, Ribose-5-P und Ribulose-5-P. Gezeigt sind die
Enzymreaktionen der Ribokinase (rbsK) und Ribose-5-P-Isomerase (rpi) und verschiedene angrenzende
Stoffwechselreaktionen, in denen die beiden Produkte Ribose-5-P und Ribulose-5-P involviert sind.

Die genaue Bedeutung des Proteins P1 im Zusammenhang mit einer Stressantwort, bzw. der
Bildung von Adaptation und Kreuzresistenz ist aber noch offen, so dass dariiber momentan
nur spekuliert werden kann. Hier konnten Mutationsstudien, bei denen Teile des

entsprechenden Gens (falls moglich) inaktiviert werden, noch weitere Erkenntnisse bringen.

4.5.2 CIpL (P2)

Das Protein P2 ist in L. sanfranciscensis unter Hochdruck ebenfalls stark induziert und wird
auBlerdem auch nach Kilte- und Salzstress, sowie in stationdren Zellen vermehrt angehéuft.
Hitze- und Saurestress haben hingegen keinen Einfluss auf die Konzentration von P2 in den
Zellen. Wie die Analyse des Peptidfragmentes bereits zeigte, besitzt das Protein P2 sehr
starke Homologien von bis zu 82% zu ClpL-Proteasen aus anderen Milchsdurebakterien. (vgl.

Abbildung 4.6). Nach Aufklarung der kompletten Aminosduresequenz dieses Proteins
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konnten ein isoelektrischer Punkt von 5,26 und ein molekulares Gewicht von 78,9 kDa

berechnet werden. Diese Werte stimmen gut mit den aus den 2D-Gelen ermittelten Werten

(M, 85 kDa, pl 5,2) fiir das Protein P2 iiberein.
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Abbildung 4.6 Blastp-Analyse der 713 Aminosiuren des Proteins P2. Eine hohe Ubereinstimmung
der Aminoséduresequenz zwischen P2 aus L. sanfranciscensis und ClpL des nah verwandten Organismus
Lactobacillus rhamnosus kann beobachtet werden. Fiir Clp-ATPasen typische und stark konservierte
Motive wie ATP-Bindestellen konnen identifiziert werden (detaillierte Analyse siche Text).

Die genauen Funktionen von ClpL sind bisher noch nicht geklért. Bis dato gibt es nur wenige

Publikationen, in denen die Expression von ClpL, das spezifisch fiir Gram positive Bakterien

zu sein scheint, unter verschiedenen Stressbedingungen beschrieben wird. So beobachteten

Varcamonti et al.

(2006) die Induktion des ,,Hitzeschock-Gens*

clpL in Streptococcus

thermophilus bei Hitze- und gleichzeitig auch bei Kaélteschock. Bei Kiltestress ist eine

erhohte Synthese von ClpL auch in Zellen von L. sanfranciscensis zu messen, bei Hitzestress
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hingegen nicht (vgl. Tab. 3.3). Untersuchungen mit Mutanten von S. aureus zeigten, dass
ClpL zur Bildung einer Thermotoleranz der Zellen benétigt wird (Frees etal. 2004).
L. rhamnosus besitzt sogar zwei Gene, die fiir ClpL kodieren und bei Hitzestress verschieden
stark induziert werden (Suokko et al. 2005). Und auch bei O. oeni ist eine Induktion der
Expression des clpL Gens unter Hitzestress gezeigt (Beltramo et al. 2004).

Eine besonders starke Induktion von clpL konnte bei Zellen von O. oeni nach dem Eintritt der
Zellen in die stationdre Phase beobachtet werden (Beltramo etal. 2004). Und auch bei
L sanfranciscensis ist die Konzentration an ClpL nach Eintritt in die stationdre Phase stark
erhoht.

Wall etal. (2007) konnten die gesteigerte Synthese von ClpL als Antwort auf ecinen
Sdureschock bei Lactobacillus reuteri beobachten. Eine Knock-out Mutation im clpL Gen
filhrte in diesem Bakterium zu einer signifikanten Zunahme der Sensitivitit gegeniiber
Sdurestress. Wall et al. (2007) haben daraus geschlossen, dass ClpL eine essentielle Funktion
fiir das Uberleben von L. reuteri im Gastrointestinaltrakt besitzt. Auch in der Arbeit von Len
et al. (2004) wurde gezeigt, dass ClpL bei der Sdurestressantwort in Zellen von Streptococcus
mutans eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Bei L. sanfranciscensis hingegen konnte weder
in der vorliegenden Arbeit, noch in der Verdffentlichung zur Saurestressantwort bei
L. sanfranciscensis von De Angelis et al. (2001 und 2004) cine vermehrte Bildung von ClpL
im Zusammenhang mit Sdurestress festgestellt werden.

Die bisher ausfiihrlichsten Untersuchungen zu ClpL und clpL existieren fiir das pathogene
Bakterium Streptococcus pneumoniae. Auch in diesem Organismus wird die Synthese von
ClpL durch Hitzestress induziert (Choi etal. 1999). Die Bestitigung dieses Ergebnisses,
sowie eine ausfiihrliche Analyse des Gens und des Proteins stammen von Kwon et al. (2003).
Unter anderem konnte in dieser Arbeit die Chaperon-Aktivitdt von CIpL experimentell
bestdtigt werden. Neben einer Beteiligung an der Hitzestress-Antwort scheint ClpL in diesem
Organismus zusitzlich auch die Expression der Virulenzgene zu modulieren (Kwon et al.
2003, 2004). AuBerdem wird dem Protein durch Beeinflussung des Andockens an die
Wirtszelle und deren Invasion, sowie der Sekretion von TNF-a eine wichtige Rolle in den
frithen Phasen der Infektion zugeschrieben (Tu et al. 2007). Robertson et al. (2002 und 2003)
beschiftigten sich in ihren Arbeiten mit den physiologischen Auswirkungen der
verschiedenen Clp-Proteine in S. pneumoniae. Neben der Erkenntnis, dass ClpL bei der
Hitzestress-Antwort involviert ist, fanden sie heraus, dass im Gegensatz zu ClpX, weder
CIpL, noch ClpP, ClpC oder CIpE fiir S.pneumoniae essentiell zum Uberleben und

Wachstum sind.
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Wahrscheinlich zum ersten Mal erwdhnt wurde ClpL durch Huang et al. (1993) bei L. lactis.
Auf einer Transposon-dhnlichen Struktur wurde ein Gen identifiziert, das dhnlich zu Genen
von ATPasen der Clp/HSP100-Familie ist und entsprechend der Nomenklatur clpL genannt.

ClpL zahlt zur Familie der Clp/HSP100 Proteine, die wiederum zur Superfamilie der AAA"
(ATPase associated with various cellular activities) ATPasen gehoren. AAA" Proteine
assemblieren zu oligomeren Strukturen (meist Hexamere) und nutzen die Energie in Form
von ATP um verschiedenste Zielmolekiile spezifisch zu prozessieren und mechanische
Reaktionen wie Lokomotion, Entwindungs- und Entfaltunsprozesse, usw. zu katalysieren
(Zietkiewicz et al. 2004, Maurizi und Xia 2004). Die verschiedenen Clp-ATPasen besitzen
neben der Funktion als Chaperon auch Peptidase- und im Zusammenspiel mit ClpP sogar
spezifische Protease-Aktivitit und spielen somit eine wichtige Rolle im Protein-
Qualitédtskontroll-System, sowie bei der Regulation des intrazelluldren Levels globaler
Regulatorproteine (Abbildung 4.7, Schirmer et al. 1996, Gottesmann et al. 1997 und 2003,
Hengge und Bukau 2003). Vor allem bei Stressbedingungen, die zur Denaturierung von
Proteinen fiihren, ist die Aktivitit der verschiedenen HSP100 Proteine von essentieller
Bedeutung. Neben Hitzestress (Heat Shock Protein), fiihren auch Salz- oder Ethanol-Stress,
sowie Hochdruckstress zur Denaturierung und Aggregation von Proteinen. Eine Induktion

von Clp Proteinen scheint unter subletalem Hochdruck daher absolut plausibel.

HSP100 proteins

Stress response / Regulation

Other
factors

Abbildung 4.7 Ubernommen
aus Schirmer etal. 1996. Es
werden die  verschiedenen
Funktionen von  HSP100

@ A Proteinen  gezeigt. Weitere
Reactivation Proteolysis . .
Erlauterungen siche Text.
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Aufgrund der komplexen wund verschiedenartigen Prozesse, dem Zusammenspiel
unterschiedlicher Proteinmaschinerien und den unzédhligen Zielmolekiilen existieren wie
bereits erwdhnt nur ungefahre Vorstellungen iiber die Regulation und Aufgaben der einzelnen
Mitglieder dieser Proteinfamilie. Bisher sind nur wenige Details zu den einzelnen Clp-
ATPasen geklart. Die meisten Untersuchungen beziiglich Clp-Proteine existieren fiir
bakterielle Clp-ATPasen. Aber auch in Eukaryoten ist diese Proteinfamilie konserviert und
wurde dort im Zytosol und in Chloroplasten von Pflanzen, sowie in Mitochondrien
nachgewiesen (Beyer 1997, Maurizi und Xia 2004).

Clp-Proteine werden in zwei groBe Klassen mit urspriinglich insgesamt 8 Unterfamilien
unterteilt (Schirmer et al. 1996). Vertreter der Klasse I (ClpA, ClpB, ClpC, ClpD und gemal3
Derr¢ et al. (1999b) auch CIpE) besitzen generell zwei stark konservierte Nukleotid-Binde-
Doménen (NBD), die auch als Walker-Consensus-Motiv bezeichnet werden und an die
jeweils ein ATP Molekiil binden kann (Schirmer et al. 1996, Maurizi und Xia 2004). Typisch
ist dabei ein ,,G-X4-GKT*“-Motiv, welches auch bei ClpL aus L. sanfranciscensis zweimal
identifiziert werden kann (Aminosduren: 126 — 133 und 458 — 465, vgl. Abbildung 4.7).
Dariiber hinaus werden in der ClpL Sequenz von L. sanfranciscensis weitere konservierte
Motive gefunden. Ein ,,TGIPV*“-Motiv (397 - 401) (entspricht Sequenz III nach Schirmer
etal. 1996) in der Spacer-Region zwischen den beiden NBDs ist auch in vielen anderen Clp-
Proteinen der Klasse I vorhanden. Auch am C-terminalen Ende sind bei ClpL von
L. sanfranciscensis zwei typische Sequenzen zu finden. Zum einen handelt es sich dabei um
ein ,,FRPEFLNR*“-Motiv (599 - 606) und ein ,, GARPLRR-X-I“-Motiv (663 - 671) (entspricht
Sequenzen IV und V nach Schirmer et al. 1996, vgl. Abbildung 4.7). Die Funktionen der
meisten dieser konservierten Regionen sind bisher noch nicht endgiiltig geklirt. Der N-
terminale Bereich von Protein P2 aus L. sanfranciscensis besitzt kein fiir bisher bekannte Clp-
ATPasen typisches Sequenzmotiv. Da das Protein aber ein fiir ClpL-ATPasen typisches
»MDD-I/L-FN-Q/S-L“-Motiv aufweist (16 — 23, vgl. Abbildung 4.7, Kwon et al. 2003), kann
P2 aus L. sanfranciscensis zu den bereits bekannten ClpL-ATPasen gezdhlt und gemal der
von Schirmer et al. (1996) geprigten Einteilung zusammen mit diesen zu einer neuen ClpL-
Subfamilie der Klasse I HSP100 Proteine zusammengefasst werden (vgl. auch Beltramo et al.
2004, Frees et al. 2004).

Die in der Regel deutlich kiirzeren Clp-ATPasen der Klasse II (ClpM, ClpN, ClpX, ClpY),
besitzen als klassisches Merkmal nur eine NBD. Neben den bereits erwidhnten moglichen
Funktionen der verschiedenen Clp-ATPasen besitzen die meisten Vertreter in Kombination

mit der Serin-Protease ClpP zusitzlich spezifische Protease Aktivitit. Kim etal. (2001)
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fanden anhand von Homologiestudien verschiedenster Clp-ATPasen aus unterschiedlichen
Organismen ein Tripeptid-Motiv ,,L/I/V-G-F/L“, welches zur Bindung mit ClpP bendétigt
wird. Mutationen in diesem Bereich haben zur Folge, dass die spezifische Protease-Aktivitét
in der Zelle verloren geht. Sie hat aber keine Auswirkungen auf die anderen Aktivitéten der
beispielhaft untersuchten ClpX-ATPase aus E. coli (Kim et al. 2001). Die ClpB-Unterfamilie
bildete die bislang einzige Ausnahme unter den Clp-ATPasen, die diese Erkennungssequenz
zur Bindung mit ClpP nicht besitzt (Ingmer et al. 1999, Mogk et al. 2003, Chandu und Nandi
2004). Bei ClpL Proteinen aus L. sanfranciscensis und S aureus ist diese Erkennungssequenz
aber ebenfalls nicht vorhanden (vgl. Abbildung 4.7, Frees etal. 2004). ClpL-ATPasen
besitzen somit als zweite Unterfamilie neben ClpB anscheinend keine spezifische Protease-
Aktivitdt zusammen mit ClpP.

Anhand von rontgenkristallographischen Strukturanalysen, elektronenmikroskopischen
Untersuchungen und verschiedenen Mutationsstudien konnten in den letzten Jahren
zumindest fiir die bekanntesten Clp-ATPasen Aussagen zu moglichen Funktionen getroffen
werden (Maurizi und Xia 2004). So wurde beispielsweise entdeckt, dass CIpA als hexamere
Ringstruktur in Kombination mit zwei ClpP-Ringen (jeweils ein Heptamer) die regulatorische

Einheit der spezifischen Protease CIpAP bildet (siche Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8 Schema zur Verdeutlichung méglicher Funktionen von Clp-ATPasen alleine
oder in Kombination mit der Serinprotease ClpP. Gezeigt ist der beispielhafte Abbau bzw. die
Renaturierung von inaktivem RepA durch ClpA bzw. CIpAP. Details siche Text. Abbildung aus Pak
etal. 1999 bzw. in Anlehnung an Hoskins und Wickner 2006.

CIpAP ist in der Lage entweder als spezifische Protease bestimmte inaktive Zielmolekiile wie
RepA abzubauen oder zu renaturieren. Letztere Funktion kann auch ClpA alleine

bewerkstelligen. In allen Féllen wird Energie in Form von ATP benétigt. Wéahrend ClpP das
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proteolytische Zentrum bildet sind die verschiedenen Clp-ATPasen fiir die spezifische
Substraterkennung und —bindung, sowie die Entfaltung und Translokation des Zielmolekiils
durch eine Pore ins katalytische Zentrum von ClpP zusténdig (Hoskins und Wickner 2006).
Mit Ausnahme von ClpB und CIlpL kann in Abbildung 4.8 anstelle von ClpA jede andere
bisher untersuchte Clp-ATPase aufgefiihrt werden, solange sie eine Bindung mit ClpP
eingehen kann. Die einzelnen ATPasen unterscheiden sich dabei groBtenteils nur in der
Substratspezifitit. So kann ClpA zum Beispiel bestimmte Strukturmotive wie etwa gewisse
Sequenzen von RepA erkennen, die zur Prozessierung des Proteins fithren. Dabei spielt es nur
eine geringe Rolle ob das Substratprotein alleine vorliegt oder ob es zum Beispiel an GFP
fusioniert ist. ClpA kann aber auch unspezifisch Proteine erkennen, bzw. mit Hilfe eines
Adaptorproteins wie ClpS weitere Zielmolekiile spezifisch binden und entsprechend
prozessieren (vgl. Abbildung 4.9 Mitte).

Eine Besonderheit von ClpX bzw. ClpXP ist die Erkennung von Substraten, die ein
spezifisches Target besitzen oder deren Zielmolekiile ebenfalls iiber spezielle Adaptoren

prasentiert werden (vgl. Abbildung 4.9 unten).
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Abbildung 4.9 Schema zu den verschiedenen Funktionen ausgewihlter Clp-ATPasen. Gezeigt sind
Funktionen und Interaktionen von ClpB (oben), ClpA/ClpAP (Mitte) und ClpX/ClpXP (unten). Details
siche Text. Abbildung aus Maurizi und Xia 2004.
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Clp-ATPasen wie ClpB und ClpL, die anscheinend keine Bindung mit ClpP eingehen kénnen,
besitzen wie bereits mehrfach erwdhnt wahrscheinlich keine spezifische Protease Funktion.
Stattdessen kann ClpB zusammen mit weiteren Stressproteinen wirkungsvolle Chaperon-
Maschinerien bilden, die auch komplexe Proteinaggregate renaturieren konnen (vgl.
Abbildung 4.9 oben). ClpB iibernimmt in diesem Fall den ersten ATP abhéngigen Schritt bei
der Disaggregation dieser Komplexe.

Solange fiir ClpL keine spezifischen Funktionen bekannt sind und auch nicht sicher ist, ob
L. sanfranciscensis eine ClpB-ATPase besitzt, liegt es nahe, dass derClpL-ATPase dhnliche
Eigenschaften wie dem nah verwandten ClpB zugeschrieben werden. Dafiir spricht auch, dass
bei E. coli, der wiederum kein ClpL besitzt unter Hochdruckstress die Synthese von ClpB
induziert wird (Aertsen etal. 2004a). Somit konnte ClpL in L. sanfranciscensis unter
Umstidnden die Rolle von ClpB in E. coli ibernehmen. Ein weiterer Hinweis dafiir ist die
Induktion von DnaK und GroEL sowohl bei E. coli, als auch bei L. sanfranciscensis unter
hohem hydrostatischem Druck, der zur Aggregation von Proteinen fiihrt. Zusammen mit
diesen beiden bekannten Stressproteinen konnte ClpB, bzw. ClpL das von Ben-Zvi und
Goloubinoff (2001) postulierte Chaperon-Netzwerk zur Renaturierung komplexer

Proteinaggregate bilden (Abbildung 4.10).

Pre-disaggregation Disaggregation Post~disaggregation
processing folding
DnaK @ GroEL
—_— _
DnaJ GroES
GrpE

Partially folded Native

Abbildung 4.10 Schema der verschiedenen Funktionen eines Chaperon-Netzwerkes. Gezeigt ist
das Chaperon-Netzwerk bestehend aus ClpB, DnaK mit den Co-Chaperonen DnaJ und GrpE, sowie
GroESL. Die Clp-ATPase iibernimmt dabei die Disaggregation kompakter Proteinaggrgate. Unter
Umstidnden besitzt ClpL die gleiche Funktion wie ClpB in E. coli. Abbildung aus Ben-Zvi und
Goloubinoff (2001)

In Abbildung 4.11 ist der Mechanismus gezeigt, wie ClpB unter Verbrauch von ATP komplexe
Aggregate so verdndert, dass diese durch DnaK weiterprozessiert werden konnen (Goloubinoff
et al. 1999).

Auch wenn die genaue Funktion von ClpL aus L. sanfranciscensis im Zusammenhang mit
Hochdruck und anderen Stressarten nicht geklért ist, kann fiir ClpL eine dhnliche Funktion wie
fiir ClpB in E. coli vermutet werden. Zu derselben Annahme kamen Frees et al. (2007) in einer

aktuellen Arbeit iiber S. aureus. Auch die Tatsache, dass bei E. coli, der als Gram negatives
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Bakterium kein ClpL besitzt, unter Hochdruck gleichzeitig die Synthese von ClpB, DnaK und
GroEL induziert wird, unterstiitzt diese Hypothese (Welch et al. 1993).

Folded
Protein

ClpB-ADP

Abbildung 4.11 Méglicher Mechanismus der Disaggregation durch ClpB. ClpB-Ring interagiert mit
dem Protein-Aggregat (1). Die Bindung von ATP induziert strukturelle Anderungen im ClpB-Ring, so
dass die Aggregate aufgelost werden und spezifische hydrophobe Bereiche zuginglich werden (2). DnaK
bindet zusammen mit den Cochaperonen DnaJ und GrpE an diese hydrophoben Stellen und prozessiert
die einzelnen Proteine zur nativen Form weiter (3). Abbildung aus Ben-Zvi und Goloubinoff (2001) und
Goloubinoff et al. 1999.

In Zellen von L. sanfranciscensis, in denen bisher kein ClpB nachgewiesen wurde, ist es daher
denkbar, dass ClpL gemeinsam mit DnaK und GroEL die Rolle iibernimmt komplexe
Proteinaggregate zu renaturieren. Um sicher zu gehen miissten in Folgearbeiten weitere
Analysen und des Proteins durchgefiihrt werden. Die heterologe Expression und Aufreinigung

von ClpL aus L. sanfranciscensis wurde bereits in dieser Arbeit gezeigt und durchgefiihrt.

4.5.3 DnaK (P8)

Die erhohte Konzentration von DnaK in Zellen von L.sanfranciscensis nach einer
Hochdruckbehandlung unterstiitzt die These, dass ClpL eine &hnliche Funktion wie ClpB
besitzt. DnaK konnte zusammen mit ClpL dafiir sorgen, dass durch Hochdruck gebildete
Proteinaggregate wieder renaturiert werden und der Zelle dadurch kein weiterer Schaden
entsteht. Auch in S. pneumoniae konnte die gemeinsame Induktion von ClpL, DnaK und
GroEL nach einem Hitzeschock beobachtet werden (Kwon et al. 2003), was wiederum fiir
eine Zusammenarbeit der drei verschiedenen Chaperone gemifl dem in Abbildung 4.10
dargestellten Schema spricht. Aber auch fiir andere Clp-ATPasen wurden synergistische
Aktionen mit DnaK beschrieben (Zavilgelsky et al. 2002, Zietkiewicz et al. 2004). Da das
auch als HSP70 bezeichneten DnaK Chaperon sowohl bei Eu-, als auch bei Prokaryoten eine
wichtige Rolle bei der Proteinfaltung spielt und bereits seit {iber 35 Jahren im Mittelpunkt
zahlreicher Untersuchungen steht, handelt es sich heute um das wohl am besten untersuchte

Stressprotein tiberhaupt (Brehmer 2001, Deuerling und Bukau 2004, Mayer und Bukau 2005).
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Eine Blastp-Analyse zeigt dabei die hohe Ubereinstimmung mit DnaK-Chaperonen aus

anderen Organismen (Abbildung 4.12).

367]

Length=619

Score =
Identitie

Query 1

Sbjct 1

Query 61
Shjct 61
Query 121
Sbjct 121
Query 181
Sbjct 181
Query 241
Sbjct 241
Query 301
Sbjct 301
Query 361
Sbjct 361
Query 421
Sbjct 421
Query 481
Sbjct 481
Query 541
Sbjct 541
Query 596

Sbjct 601

867 bits (2241), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
s = 504/619 (81%), Positives = 557/619 (89%), Gaps = 5/619 (0%)

MASNKVIGIDLGTTNSAVAVMEGGKPK 1 ITNPDGSRTTPSVVAFKNGE 1 QVGEVAKRQEL
MASNK+IGIDLGTTNSAVAV+EG PKII N +G+RTTPSVVAFK+GE QVGEVAKRQ 1
MASNKTIGIDLGTTNSAVAVLEGSTPKI IANKEGARTTPSVVAFKDGETQVGEVAKRQAI

TNPNTVRS IKSHMGEEGYTVDIDGKKYTPQQISAMILQY IKGYAEDYLGDTVSEAVITVP
TNPNT+ SIKSHMGE GY V +DGK YTPQQ+SAMILQ++K +AEDY+GDTV +AVITVP
TNPNT 1SS IKSHMGEAGYKVSVDGKDYTPQQVSAMILQHLKAFAEDY IGDTVEKAVITVP

AYFNDAQRQATKDAGK IAGLDVKR I INEPTAAALAYGLDKQDKDEKILVYDLGGGTFDVS
AYFNDAQRQATKDAGKIAGL V+RIINEPTAAALAYGLDKQDKDEK+LVYDLGGGTFDVS
AYFNDAQRQATKDAGKIAGLSVER I INEPTAAALAYGLDKQDKDEKVLVYDLGGGTFDVS

VLELGDGVFQVLSTNGDTHLGGDDFDQR I IDYLVAEFKKENGVDLAQDKMALQRLKDAAE
VLELGDGVF VLSTNGDTHLGGDDFDQ+1+D+LVA FK+ENGVDL++DKMALQRLKDAAE
VLELGDGVFDVLSTNGDTHLGGDDFDQK IMDWLVAGFKEENGVDLSKDKMALQRLKDAAE

KAKKELSGVNQTE I SLPFIASNDNGPLHLQTTLTRAKFNELTHDLVEKTKIPFENALKDA
KAKK+LSGV + +ISLPFI++ +NGPLHL+ +L+RAKFNELT DLVEKT+IP +NALKDA
KAKKDLSGVTEAQISLPF ISAGENGPLHLEKSLSRAKFNELTADLVEKTR IPVQNALKDA

GLSTSDIDEVILNGGSTRIPAVQEAVKEWSGKEPNHS INPDEAVALGAAVQGGVLTGDVK
L SDID VILNGGSTRIPAVQEAVK W+GKEPNHSINPDEAVALGAAVQGGV+TGDVK
DLQASDIDVVILNGGSTRIPAVQEAVKSWTGKEPNHS INPDEAVALGAAVQGGV I TGDVK

DVVLLDVTPLSLGIETMGGVMTKLIEKNTTIPTSKSQTFSTAADNQTAVD IHVLQGERPM
DVVLLDVTPLSLGIETMGGY TKLI++NTTIPTSKSQ FSTAADNQ AVDIHVLQGERPM
DVVLLDVTPLSLGIETMGGVFTKL IDRNTT IPTSKSQVFSTAADNQPAVD IHVLQGERPM

AADNKSLGRFQLTD IPAAPRGIPQIEVTFDIDKNG IVNVSAKDKGTGKEQK I TIKDSNGL
AADNK+LG FQLTDIPAAPRG+PQI+VTFDIDKNGIVNVSAKD GT KEQKITIK S+GL
AADNKTLGNFQLTD IPAAPRGVPQIQVTFD IDKNG IVNVSAKDMGTNKEQK I TIKSSDGL

SDEE I EKMMNEAKANEEADKKKKEEVDLNNEVDQL IFQTDKTLKDVEGKVSEDE IKGVKD
SDEEIEKMMNEAK NEEADKK+KEEVD NEVDQL+FQTDKTLKDV+GKVS+DEIK +D

SDEE I EKMMNEAKENEEADKKRKEEVDTKNEVDQLLFQTDKTLKDVKGKVSDDE I KKAED
AEEELKKAKADGNLDDMKAKKDTLNEKVQAVAVKLYQQQQSQ----- GGEAGAANGDASK
A + LKKA+  NLDDMKAKKD L + +Q ++VKLYQQ QS+ A A DA K

ARDALKKAQEANNLDDMKAKKDDLTK I IQDLSVKLYQQAQSEAGDGNAAGADGATADADK

KDDNTVDGDFHEVHDDDKK 614
KDDNTVDGDFHEV+DDDKK
KDDNTVDGDFHEVNDDDKK 619

>F' g1]116333935]ref|YP_795462.1] [E Molecular chaperone [Lactobacillus brevis ATCC

gi]116099282|gb|ABJ64431.1] Iii Molecular chaperone [Lactobacillus brevis ATCC 367]
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Abbildung 4.12 Blastp-Analyse der 614Aminosiuren des Proteins P8. Die hohe Ubereinstimmung
der Aminosduresequenz zwischen dem Protein P8 aus L. sanfranciscensis und DnaK aus Lactobacillus
brevis zeigt die starke Konservierung des Chaperons. Aufgrund der bereits bekannten Gensequenz von
dnaK aus L.sanfranciscensis war die Proteinidentifizierung ohne weiteres moglich. Mit einem
theoretisch errechneten Molekulargewicht von 66 kDa und einem pl von 4,8 stimmte es auch gut mit
den aus den 2D-Gelen ermittelten Daten von 75 kDa und einem pl-Wert von ca. 4,4 iiberein.

Karlin und Brocchieri (1998) analysierten die Sequenzen von Hsp70 Proteinen aus

verschiedenen Organismen aller Reiche (Eukaryoten, Prokaryoten, Archaebakterien). Dabei

konnten sie selbst bei den unterschiedlichsten Lebensformen auffallend viele konservierte

Sequenzmotive in den Hsp70 Proteinen identifizieren, die auch im DnaK Protein aus

L. sanfranciscensis wiederzufinden sind. Aber nicht nur auf Proteinebene, sondern auch auf
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genetischer Ebene ist das dnaK-Operon und dessen Regulation ausfiihrlich untersucht (siche
Kapitel 4.6.1 und 4.6.3.6). Die genetische Regulation ist in Gram negativen und Gram
positiven Bakterien dabei grundlegend verschieden und auch innerhalb einer Gattung
bestehen zum Teil Unterschiede, die in erster Linie auf der Transkriptionsregulation basieren
(Koch et al. 1998, Ventura et al. 2005). Daraus kann man schliefen, dass auch die Expression
von dnak, sowie die Synthese von DnaK in den verschiedenen Organismen nicht unbedingt
immer identisch sind. Untersuchungen mit Milchsdurebakterien sind selten, zeigen aber, dass
DnaK nicht nur unter Hitzestress vermehrt synthetisiert wird. So ist bei L. lactis neben
Hitzestress (Whitacker und Batt 1991, Auffrey et al. 1992) auch Salzstress Ausloser fiir eine
erhohte Konzentration an DnaK in den Zellen (Kilstrup etal. 1997). Ebenso fiihrt bei
verschiedenen Bifidobakterien, sowie bei Enterococcus faecalis Salzstress zu einer
verstiarkten Transkription von dnaK (Schmidt und Zink 2000, Laport et al. 2004 und 2006,
Ventura et al. 2005). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch bei L. sanfranciscensis nicht
nur Hitzestress, sondern auch Salz-, Sdure- und auch Hochdruckstress zu einer erhohten
Synthese von DnaK in den Zellen fiihrt, wihrend hingegen Kailte- und Hungerstress keine
Auswirkungen auf die Menge dieses Proteins haben.

Funktionelle Studien wurden vor allem mit DnaK aus Eukaryoten und dem Gram negativen
Bakterium E. coli, zum Teil aber auch mit dem Gram positiven Bakterium B. subtilis
durchgefiihrt (Schulz et al. 1995, Koch et al. 1998). Dabei konnte gezeigt werden, dass DnaK
zusammen mit den beiden Co-Chaperonen DnalJ und GrpE als Chaperon-Komplex aktiv ist
und bei einer Vielzahl von zelluldren Prozessen eine wichtige Rolle spielt (Mayer und Bukau
2005). Neben der Unterstiitzung bei der richtigen Faltung neu synthetisierter Proteine
(Deuerling et al. 1999), minimiert und verhindert DnaK auch die Aggregation von Proteinen
unter Stressbedingungen (Mogk et al. 1999), bzw. ist an der Riickfaltung von denaturierten
Proteinen beteiligt (Zietkiewicz et al. 2004). In zahlreichen Fillen kooperiert das DnaK-Dnal-
GrpE Chaperon-System dabei auch mit anderen Chaperonen wie zum Beispiel dem GroESL-
System oder der bereits erwéhnten ClpB-ATPase (vgl. dazu Abbildung 4.10).

Dariiber hinaus ist DnaK auch an der Translokation von sekretorischen Proteinen durch
Membranen, sowie der Assemblierung und Disassemblierung von oligomeren
Proteinstrukturen und der Aktivitdtskontrolle von Regulatorproteinen beteiligt. Es kann also
vermutet werden, dass DnaK-Chaperone am Faltungsweg der meisten Proteine beteiligt sind
(Brehmer 2001). In allen Fillen ist Energie in Form von ATP notwendig. Dnal triggert dabei
die Hydrolyse von an DnaK gebundenem ATP und beschleunigt dadurch den Durchsatz an
Substrat (Liberek et al. 1991). Dariiber hinaus unterstiitzt DnalJ die Substratbindung an DnaK
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(Han und Christen 2003, Laufen etal. 1999). GrpE, das als Nukleotid-Austauschfaktor
arbeitet, ist fir die Freisetzung des umgesetzten Substrats zustindig. Durch den ADP/ATP
Austausch wird DnaK vom Substrat befreit und steht fiir neue Reaktionen zur Verfiigung.
Ausfiihrlichere Darstellungen sind in zahlreichen Review-Artikeln und Dissertationen im
Detail beschrieben und publiziert, auf die an dieser Stelle nur hingewiesen werden soll (z.B.

Brehmer 2001, Deuerling und Bukau 2004, Mayer und Bukau 2005).

4.5.4 GroEL (P9)

Ein weiteres der unter Hochdruck induzierten Proteine konnte als GroEL (Proteinspot P9)
identifiziert werden. Bei dem auch als Hsp60 bekannten GroEL handelt es sich um ein
weiteres typisches Stressprotein, das ebenso wie DnaK sowohl in Prokaryoten, als auch bei
Eukaryoten vorkommt und ebenfalls stark konserviert ist. Die fiir GroEL identifizierte
Aminosduresequenz aus L. sanfranciscensis besitzt sehr starke Homologien zu den

entsprechenden GroEL Chaperonen anderer Milchsdurebakterien (Abbildung 4.13).

™ - R R
> gi]116333267|ref|YP_794794_1] [3 Chaperonin GroEL (HSP60 family)
[Lactobacillus brevis ATCC 367]

gi]116098614|gb]ABJ63763.1] [E Chaperonin GroEL (HSP60 family) [Lactobacillus
brevis ATCC 367]
Length=541

Score = 725 bits (1872), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 422/521 (80%), Positives = 474/521 (90%), Gaps = 1/521 (0%)

Query 1 MAKE IKFSDDARSEMLKGVDKLADTVKSTMGPKGRNVVLEETAGNPTITNDGVTIARAIS 60
MAKE+KFS+DARS+ML GVDKLA+TVK+T+GPKGRNVVLE++ GNPTITNDGVTIA+AI
Sbjct 1 MAKELKFSEDARSKMLAGVDKLANTVKTTLGPKGRNVVLEQSYGNPTITNDGVTIAKAIE 60

Query 61 LPDHFQNMGAKLVAEVASKTNDVAGDGTTTATVLTQAIVKEGMKNVTAGANPVGVRRGIE 120
L DHF+NMGAKLV+EVASKTND+AGDGTTTATVLTQAIV EGMKNVTAGANPVG+RRGIE
Sbjct 61 LEDHFENMGAKLVSEVASKTND IAGDGTTTATVLTQAIVNEGMKNVTAGANPVGIRRGIE 120

Query 121 KATAAAVAGLHKMSHKVENKEDIAQIASISSASEKVGKL IADAMEKVGNDGVITIEDSKG 180
KAT AAV  LHKMSH V+ K+DIAQIASISSAS++ GKLIADAMEKVGNDGVITIE+S+G
Sbjct 121 KATGAAVDALHKMSHDVKTKDDIAQIASISSASKETGKL IADAMEKVGNDGVITIEESRG 180

Query 181 VETSLDVVEGMEFDRGYMSQYMVTDQEKMEADLDNPY ILVTDKKINNMQDIMSLLQEVVQ 240
V+TSLDVVEGM+FDRGYMSQYMVTD +KMEA+LDNPYIL+TDKKI N+QDI+ LLQ VV+
Sbjct 181 VDTSLDVVEGMQFDRGYMSQYMVTDNDKMEANLDNPY ILITDKKIANIQDILPLLQSVVE 240

Query 241 QGRSLLITADDIGGEVLPTLVLNKMRGTFNVVAVKAPGFGDRRKXXXXDIALLTGATVIT 300
Q RSLLITADDI GE LPTLVLNKMRGTFNVVAVKAPGFGDRRK DIA+LTG TVIT
Sbjct 241 QSRSLLINIADDITGEALPTLVLNKMRGTFNVVAVKAPGFGDRRKAQLQDIAVLTGGTVIT 300

Query 301 DDLGLELKDTTLEQLGQANKVNVTKDKTTIVEGKGSKEAIAKRVNEIKTQLAATTSQFDR 360
DDLGL LKDTT++QLGQA KVNVTKD TT+VEG GSK+ IA RV EIK Q+ TTS FDR
Sbjct 301 DDLGLNLKDTTIDQLGQAQKVNVTKDDTTVVEGAGSKDQIAARVAEIKGQIEDTTSDFDR 360

Query 361 EKLQERLAKLAGGVAVIKVGAATETELKERKYRIEDALNATRAAVEEGFVPGGGTAFINI 420
+KL+ERLAKL+GGVAV++VGAATETELKERKYRIEDALNATRAAVEEGFV GGGTA IN+
Sbjct 361 DKLKERLAKLSGGVAVVRVGAATETELKERKYRIEDALNATRAAVEEGFVAGGGTALINV 420

Query 421 LKDVDAVEATGDEKTGVEIVSRALEAPVKQIAANAGVDGAVVVDHLKQEKPGIGYNAADD 480
+ DV +EA GDEKTG+ IV RALE PV+QIA NAGV+G+VVV+HLK EKPG+GYNAAD+
Sbjct 421 1GDVAKLEAEGDEKTGINIVLRALEEPVRQIAQNAGVEGSVVVEHLKGEKPGVGYNAADN 480

Query 481 KYEDMIAAGVVDPTKVSRSALQNAASVSSLLLLTTEAVVAE 521
KYEDM+AAG+ DPTKV+RSALQNAASVS+ LLLTTEAVVAE
Sbjct 481 KYEDMVAAGITDPTKVTRSALQNAASVSA-LLLTTEAVVAE 520

Abbildung 4.13 Blastp-Analyse der 538Aminosiduren des Proteins P9. Der Vergleich der
Aminosduresequenz zwischen dem Protein P9 aus L. sanfranciscensis und GroEL aus Lactobacillus
brevis bestétigt die hohe Ubereinstimmung des Chaperons in verschiedenen Organismen.
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Auch das berechnete Molekulargewicht von 57,3 kDa und der isoelektrische Punkt von 5,2
stimmen gut mit den experimentell ermittelten Werten des Proteinspots P9 (M, 65 kDa, pl
4,8) tiiberein. Die Sequenzierung des Gens zeigte, dass wie bei allen anderen bisher
untersuchten Milchsdurebakterien groEL zusammen mit dem Gen fiir das Co-Chaperon
GroES im gemeinsamen Operon groESL liegt. Aufgrund der geringen Grofle von lediglich 94
Aminoséduren (10,3 kDa) konnte das Co-Chaperon GroES im Rahmen der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Proteomanalyse nicht nachgewiesen werden. Da wie spiter noch gezeigt,
beide Proteine aber gemeinsam reguliert werden, ist davon auszugehen, dass dhnlich wie bei
E. coli, auch bei L. sanfranciscensis die Synthese von GroES durch Hochdruck induziert wird
(Welch et al. 1993, Aertsen et al. 2004). Auch bei vielen anderen Stressbedingungen kann in
der Regel neben der Induktion von GroEL immer auch eine erhdhte Konzentration an GroES
in der Zelle gemessen werden.

Dies erscheint sinnvoll, da GroEL zusammen mit GroES neben dem DnaK-Dnal-GrpE-
System ein weiteres Chaperon-System bildet, dessen Struktur und Funktion ebenfalls in
zahlreichen Publikationen beschrieben wurde. Die grundlegenden Arbeiten zur Funktion von
GroEL in Bakterien wurden auch in diesem Fall vor allem an den Modellorganismen E. coli
und B. subtilis durchgefiihrt (Segal und Ron 1996). Aber auch fiir einige Milchsdurebakterien
existieren Untersuchungen zu GroEL auf Genom- und Proteomebene (Kilstrup etal. 1997,
Broadbent et al. 1998, Walker et al. 1999, De Angelis und Gobbetti 2004, Laport et al. 2004).
Das funktionelle GroEL Chaperon besteht aus 14 identischen Untereinheiten, die zwei
tibereinanderliegende Ringe mit einem fassdhnlichen Hohlraum bilden. Exponierte
hydrophobe Aminosduren dienen als Substratbindestellen. Das Co-Chaperon GroES liegt als
heptamerer Ring vor, interagiert iiber flexible Polypeptidschleifen mit GroEL und kann als
sogenannter “Deckel” den durch GroEL gebildeten Hohlraum mit dem darin gebundenen
Substrat verschlieBen. Die Bindung von ATP fiihrt dann zu einer sukzessiven Vergroferung
des Hohlraums bei gleichzeitiger Verdnderung der Hydrophobizitit von hydrophob zu
hydrophil. Dies geschieht durch das rdumliche Verschieben der exponierten hydrophoben
Aminoséduren (Substratbindestellen) im Inneren. Durch die Verschiebung dieser Bindestellen
erfolgt eine Kraftiibertragung auf das Substrat (“streching forces®), so dass eine Entfaltung
induziert wird. Auf diese Weise konnen falsch gefaltete Proteine ihre lokalen Energieminima
iiberwinden und sich in die native Form riickfalten (nach Brehmer 2001, Deuerling und
Bukau 2004). Diese Prinzip der ,Faltung durch initiale Entfaltung® wurde auch von
Shtilerman et al. (1999) und Dougan et al. (2002) beschrieben.
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Im Gegensatz zu DnaK wird GroEL bei L. sanfranciscensis nicht nur unter Hitze-, Salz- und
Hochdruckstress induziert, sondern auch bei Kilte- und Hungerstressbedingungen. Eine
Induktion unter Sdurestress konnte hingegen nicht beobachtet werden. Somit zahlt GroEL wie
DnaK zu den generellen Stressproteinen und ist ebenfalls in den verschiedensten Organismen
zu finden (Hightower 1991, Segal und Ron 1996, Rince et al. 2000).

Das GroELS Chaperon-System wird aber ebenso wie das DnaK System nicht nur unter
verschiedenen Stressbedingungen, die zur Denaturierung von Proteinen fiihren, vermehrt in
der Zelle angesammelt. Genauso wie DnaK besitzt es auch noch weitere wichtige Funktionen
bei der de novo Synthese von Proteinen, sowie als Teil der Qualitdtskontrolle, bei der
Sekretion und auch bei der Proteolyse von Proteinen und ist daher auch in ungestressten
Zellen immer zu finden (Kandror et al. 1994, Rosen et al. 2002, Deuerling und Bukau 2004).
Versuche mit Deletionsmutanten zeigten, dass GroESL das einzige Chaperon-System
darstellt, das fiir das Wachstum von E. coli auch unter optimalen Bedingungen essentiell ist
(Fayett et al. 1989, Dougan et al 2002). Das DnaK-System hingegen ist nur bei Temperaturen
tiber 37°C und unter 20°C zum Wachstum der Zellen nétig (Bukau und Walker 1989, Dougan
et al 2002). Dies zeigt einmal mehr, dass einige der als Stressproteine bezeichneten
Chaperone auch bei Nicht-Stress-Bedingungen {iberlebenswichtige Funktionen in der Zelle
ausfithren und bestimmte Proteine fiir die korrekte Faltung nach der de novo Synthese auf die
Unterstiitzung solcher Chaperone angewiesen sind (Deuerling und Bukau 2004).

Auch konnte gezeigt werden, dass GroEL mit neu synthetisierten Proteinen ausschlielich
nach deren Freisetzung vom Ribosom interagiert. DnaK hingegen bindet dariiber hinaus
bereits auch an neu entstehende Polypeptidketten und noch nicht vollstindig translatierte
Proteine, die noch am Ribosom gebunden sind (Deuerling und Bukau 2004). Dies weist
darauf hin, dass auch DnaK unter normalen Bedingungen wichtige Aufgaben bei der
Proteinfaltung tibernimmt. Beide Chaperone, DnaK und GroEL bilden dariiber hinaus auch
funktionelle Netzwerke, die den Substrat-Transfer von einem Chaperon auf das andere
Chaperon iiber eine losliche Zwischenstufe ermoglichen (Buchberger etal. 1996). Der
Transfer ist dabei prinzipiell in beide Richtungen moglich, wobei die Weitergabe von DnaK
zu GroEL deutlich iiberwiegt (Deuerling und Bukau 2004). Die gesteigerte Synthese von
GroEL bei L. sanfranciscensis unter Hochdruckeinfluss unterstiitzt somit sehr gut die in
Abbildung 4.10 gezeigte These, dass ein Zusammenspiel von ClpL, dem DnaK-System und
dem GroEL-System die Renaturierung einzelner Proteine iiber Zwischenstufen aus

komplexen Proteinaggregaten ermdglicht.
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4.5.5 ClpX (P6)

Wie bereits erwihnt handelt es sich bei Proteinspot P6 um das einzige Protein, das in Zellen
von L. sanfranciscensis spezifisch unter Hochdruck induziert wird. Die anderen untersuchten
Stressarten bewirken keine erhdhte Synthese dieses Proteins. Nach Inkubation unter Hitze ist
die Konzentration dieses Proteins in der Zelle sogar reduziert. Die Analyse der
massenspektrometrischen Daten und der Vergleich des Molekulargewichts ergaben, dass es
sich bei diesem Protein mit grofter Wahrscheinlichkeit um ClpX handelt. Die aus dem
Genomprojekt existierende Partialsequenz zeigt, dass ClpX aus L. sanfranciscensis hohe
Homologien von bis zu 85% zu ClpX-ATPasen aus anderen Organismen aufweist (Abbildung

4.14).

>r- ref|NP_785630.1] [ﬁ ATP-dependent protease ATP-binding subunit [Lactobacillus
plantarum

CFs1]

sp|Q88VE2|CLPX_LACPL ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpX

emb | CAD64480.1] [E ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit CIpX
[Lactobacillus

plantarum WCFS1]

Length=421

Score = 373 bits (958), Expect = 6e-102, Method: Composition-based stats.
Identities = 195/262 (74%), Positives = 224/262 (85%), Gaps = 11/262 (4%)

Query 5 LYVDDETNKTVTCSFCGKSQDQVKKIVAGPGVY ICNECIDLCEQIMDTEIKSQSADEEID 64
++ + ETN V CSFCGKSQDQVKKIVAGPGVYICNECIDLC++I+D E  + E D
Sbjct 1 MFENTETNGPVNCSFCGKSQDQVKKIVAGPGVY ICNECIDLCKE I IDEEFSEEQTHELTD 60

Query 65  VLTPKEIVDRLDQYVIGQTEAKKTLAVAVYNHYMRIKELAKRDQEDTEGDSDIYKTIESE 124
+ TPKEIVD LDQYVIGQ EAK+TL+VAVYNHY R+K +A D+E +G
Sbjct 61 IPTPKEIVDELDQYVIGQNEAKRTLSVAVYNHYKRVKAMADNDEETEDG-—-——-—--—— 109

Query 125 TEIQKSNIAMIGPTGSGKTY IAQTLAKIINVPFAIADATTLTEAGYVGEDVENILLKLLQ 184
E+QKSN 1 +++GPTGSGKT++AQ+LA+1++VPFAIADATTLTEAGYVGEDVENILLKLLQ
Sbjct 110 PELQKSNISLVGPTGSGKTFLAQSLARILDVPFAIADATTLTEAGYVGEDVENILLKLLQ 169

Query 185 NADFDVERAEHGI I'YIDEIDKIAKKGENVSITRDVSGEGVQQSLLKILEGTIANVPPKGG 244
NAD+DVERAE GIIYIDEIDKIAKK ENVSITRDVSGEGVQQ+LLKILEGT IANVPP+GG
Sbjct 170 NADYDVERAEKGI1YIDEIDKIAKKSENVSITRDVSGEGVQQALLKILEGTIANVPPQGG 229

Query 245 RKNPQQEFIKIDTKNILFIVGG 266
RK+PQQEFI+IDT NILFIVGG
Sbjct 230 RKHPQQEFIQIDTTNILFIVGG 251

Abbildung 4.14 Blastp-Analyse der bekannten Partialsequenz des Proteinspots P6. Der Vergleich
der vorliegenden Partialsequenz des Proteins P6 aus L. sanfranciscensis und ClpX aus Lactobacillus
plantarum zeigt hohe Homologien. Dariiber hinaus kénnen einige fiir ClpX typische Sequenzmotive
wie die Nukleotid-Binde-Domine (136 — 143), der ,,GYVG-Loop* (169 — 172) oder der ,,RKH-Loop*
(239 — 253) identifiziert werden (ndhere Erldauterungen siche Text).

Wie ClpL (Protein P2) zéhlt auch ClpX zu den typischen Clp-ATPasen bzw. HSP100
Proteinen, die in Kapitel 4.5.2 néher beschrieben sind. Da ClpX im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen Clp-ATPasen ClpL, ClpB oder ClpA allerdings nur eine Nukleotid-Binde-
Doméne (NBD) aufweist (G-X4-GKT), welche zur Bindung und Hydrolyse von ATP benétigt
wird, zdhlt dieses Stressprotein zur Klasse II der HSP100 Familie (Schirmer etal. 1996,
Dougan et al. 2002). Neben der konservierten NBD (GPTGSGKT) findet man in ClpX von
L. sanfranciscensis aber auch noch weitere konservierte und typische Sequenzmotive wieder

(Abbildung 4.14). So existiert auch ein ,,GYVG-Loop*“, der zusammen mit anderen Loop-
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Motiven bei verschiedenen proteolytischen AAA-ATPasen eine zentrale Pore bildet durch
die das ungefaltete Proteinsubstrat passieren muss, bevor es in die durch ClpP gebildete
proteolytische Kammer gelangt (Farrell et al. 2007). AuBerdem konnte in leicht verdnderter
Form auch ein bereits in E. coli charakterisierter und fiir die Substraterkennung von ClpX
essentieller ,,RKH-Loop“ (VPPQGGRKHPQQEFL) bei ClpX von L. sanfranciscensis
(VPPKGGRKNPQQEFI) gefunden werden (Abbildung 4.14). ClpX ist eine der am besten
untersuchten Clp-Proteasen. Die meisten Untersuchungen zur Funktion von ClpX wurden
dazu an E. coli durchgefiihrt und dann an weiteren Mikroorganismen bestétigt (Gottesmann
etal. 1997 und 1998, Porankiewicz etal. 1999, Singh etal. 2000, Dougan etal. 2002,
Chandu und Nandi 2004, Farrell etal. 2005 und 2007). Mittlerweile wurde mehrfach
bestitigt, dass ClpX zusammen mit ClpP die spezifische Protease ClpXP bildet. Das fiir Clp-
ATPasen, die mit ClpP assoziieren, typische ClpP Bindemotiv (LIVMP)-G-(FL) konnte
aufgrund des bisher noch unbekannten C-Terminus von ClpX bei L. sanfranciscensis nicht
nachgewiesen werden (Kim etal. 2001). ClpXP baut unter ATP Verbrauch hunderte
verschiedener intrazelluldrer Proteine spezifisch ab. ClpX erkennt dabei hauptsichlich solche
Substrate, die durch Bindung spezifischer Peptidtags markiert sind. Diese Tags werden in der
Regel am C- oder N-Terminus des abzubauenden Proteins angehédngt (Farrell et al. 2007).
Bisher sind fiinf Klassen solcher Tags bekannt (Flynn et al. 2003). Hier ist vor allem das
sstA-Tag zu erwdhnen, welches im Zusammenhang mit der so genannten Trans-Translation
steht und in allen Prokaryoten vorkommt (Williams 2002, Whitey und Friedman 2002). Die
Markierung von Peptiden mit einem SsrA-Tag wird iiber eine spezielle hochstrukturierte
tmRNA (transfer-messenger-RNA, bzw 10Sa RNA) bewerkstelligt und erfolgt sobald die
Translation ins Stocken gerdt oder zum Stillstand kommt. SsrA oder tmRNA ist das
Genprodukt von SsrA und in der Regel relativ klein (bei E. coli insgesamt 350 Nukleotide).
Ein Nachweis erhohter Synthese von SsrA war im Rahmen der Proteomanalyse aufgrund der
geringen Grofe nicht moglich. Die tmRNA dhnelt einer tRNA™, die Eigenschaften einer
tRNA und mRNA kombiniert und so die Translation des entsprechenden Peptid-Tags und
Markierung des Proteinsubstrats ermdglicht (Ranquet und Gottesmann 2007). Das Peptid-Tag
selbst besteht aus 11 Aminosduren (Komine etal. 1994, Keiler etal. 1996, Karzai et al.
2000). Bei E. coli besteht die Peptid-Sequenz aus ,,AANDENYALAA® (Tu et al. 1995). Die
Trans-Translation ermdglicht der Zelle bei einer Blockade der Proteinbiosynthese aufgrund
mangelnder tRNAs, einer fehlerhaften mRNA als Matrix oder ungiinstiger

thermodynamischer Bedingungen blockierte Ribosomen vom unvollstindig translatierten
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Peptid zu befreien, diese in die Untereinheiten zu dissoziieren und so flir neue

Translationsvorgénge wieder verfiigbar zu machen (Abbildung 4.15, Dulebohn et al. 2007).

AII;H tmANA
\ —_— p _— g’g! —
V@ @ \_/&23 (b) S

Stalled Ribosome Recognition by tmRNA Accommodation and
Transpeptidation

Nﬂﬂs’t’op mRNA (€)
Release

EV—

Tagged Protein e @

NG - ——
n L
Elongation of Reading
Degradation tmRNA Reading Frame Switch
Frame

Abbildung 4.15 Schematische Darstellung der Trans-Translation. Die Translation an einem
Ribosom kommt zum Stillstand, woraufhin eine aminoacylierte tmRNA an die ribosomale A-site
bindet (a). Nach Transpeptidierung (b) der tmRNA erfolgt die Freisetzung der mRNA (c) und ein
Wechsel des Leserahmens innerhalb der tmRNA (d). Weitere Elongationsschritte folgen bis zum
Erreichen eines Stopkodons (e). Das mit einem SsrA-Tag markierte Protein wird vom Ribosom
freigesetzt und kann durch entsprechende Proteasen (vor allem SspB-ClpXP) abgebaut werden (f).
Abbildung aus Dulebohn et al. 2007.

Die Trans-Translation bewirkt neben dem Recycling von Ribosomen, dass durch die
Markierung der unvollstdndigen Peptide deren Abbau von spezifischen Proteasen wie ClpXP
sichergestellt wird. Im Rahmen dieser Qualitdtskontrolle kann eine Akkumulation und eine
daraus folgende Aggregation falsch gefalteter Peptide in der Zelle und somit gréBerer
Schaden verhindert werden. Zusétzlich wird durch Proteolyse der fehlerhaften Peptide der
Pool an freien Aminosduren in der Zelle aufgefiillt und zusammen mit dem Recycling
blockierter Ribosomen die Effizienz der Proteinbiosynthese betrichtlich gesteigert (Whitney
und Friedman 2002). Burton et al. (2001) haben gezeigt, dass unvollstindig synthetisierte
Proteine deutlich schneller von spezifischen Proteasen abgebaut werden, wenn diese durch die
tmRNA markiert werden. Neben ClpXP erkennen in E. coli mindestens auch noch die
Proteasen CIpAP, Tsp und FtsH die mit diesem Tag markierten Proteine (Keiler et al. 1996,
Gottesman et al. 1998, Burton et al. 2001, Wiegert und Schumann 2001, Farrell et al. 2005).
Der Kontakt erfolgt dabei iiber verschiedene Interaktionsdoménen wie dem ,,RKH-Loop* bei
ClpX (Hoskins et al. 2002, Farrell et al. 2007). Die Bindung zwischen markiertem Substrat

und Protease kann, muss dabei aber nicht immer direkt stattfinden. Bei den Clp-Proteasen, die
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aus der katalytischen Untereinheit ClpP und der jeweiligen Substrat spezifischen Untereinheit
(ClpA, ClpX,...) bestehen, spielen so genannte spezifische Adaptor-Proteine oder ,targeting
factors eine wichtige Rolle bei der Feinregulierung des Proteinrecyclings (Dougan et al.
2002, Maurizi und Xia 2004, Sharma et al. 2005). Diese Adaptor-Proteine konnen durch
Bindung entweder an das Substrat oder an die Protease die Interaktion der beiden
Bindungspartner entscheidend beeinflussen und werden dementsprechend unterschieden.
Adaptor-Proteine konnen dabei fiir eine spezifische Bindung und somit fiir den
proteolytischen Abbau des Substrats absolut essentiell sein. Sie kdnnen aber auch lediglich
die Kinetik einer proteolytischen Reaktion beeinflussen. So existieren in E. coli zum Beispiel
die zwei Adaptorproteine ClpS, spezifisch fiir ClpA und SspB (stringent starvation protein B),
spezifisch fiir ClpX. Wéhrend SspB direkt an SsrA markierte Proteine bindet, um so die
spezifische Degradation dieser Proteine durch ClpXP zu unterstiitzen und zu beschleunigen
(Thibault et al. 2006), interagiert ClpS direkt mit dem N-Terminus von ClpA und inhibiert
dadurch sowohl die Bindung mit CIpA, als auch den Abbau von SsrA markierten Proteinen
durch CIpAP (vgl. auch Abbildung 4.9, Dougan et al. 2002 und 2003, Maurizi und Xia 2004,
Hengge und Bukau 2003). Dies fiihrt dazu, dass obwohl ClpAP und ClpXP gleichermallen in
der Lage sind mit SsrA markierte Proteine abzubauen, aufgrund der unterschiedlichen
Adaptor-Proteine in vivo diese Aufgabe hauptsdchlich durch ClpXP bewerkstelligt wird
(Hoskins et al. 2002, Dougan et al. 2002, Dulebohn et al. 2007). Eine erhdhte Synthese von
ClpX unter Hochdruckeinwirkung konnte also dafiir sprechen, dass die Trans-Translation
unter diesen Bedingungen verstiarkt genutzt wird. Dafiir sprechen auch die Ergebnisse von
Pavlovic (2006). In der Transkriptionsanalyse wurde gezeigt, dass bei L. sanfranciscenis nach
einer Hochdruckbehandlung fiir 30 min bei 50 MPa die Expression des tmRNA kodierenden
Gens SSrA deutlich induziert ist. Noch deutlich hoher ist die Expression von SSr'A bei einer an
HHD adaptierten Mutante von L. sanfranciscensis, die von Pavlovic (2006) nach mehreren
Wachstumszyklen unter milden Druckbedingungen isoliert werden konnte. Da bei diesen
niedrigen Driicken noch keine Denaturierung intakter Proteine zu erwarten ist (Balny et al.
1989), die Peptidsyntheserate pro Ribosom durch eine inhibierte Bindung von aa-tRNAs an
das Ribosom (Albright 1969, Schwarz und Landau 1972a) aber sinkt und somit negativ
beeinflusst wird, erscheint eine gesteigerte Trans-Translation und somit die Induktion von
SsrA sowie ClpX plausibel. Eine Induktion der Trans-Translation wird bei diesem Stamm
unter Druckbedingungen dann nicht mehr oder zumindest weniger bendtigt. Diese These
wurde durch die gesteigerte Resistenz der piezotoleranten Mutante von L. sanfranciscensis

gegeniiber einer Reihe von Antibiotika gestiitzt, die mit Verdnderungen in der ribosomalen
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Funktion zu erkldren sind (Pavlovic 2006). So konnte z. B. gezeigt werden, dass eine Deletion
von SSrA in Synechocystis sp. zu einer erhdhten Sensitivitdt gegeniiber Aminoglycosiden fiihrt
(de la Cruz und Vioque 2001). Eine Induktion von SSrA konnte dagegen die Resistenz
gegeniiber solchen Antibiotika erhohen. Die gesteigerte Wachstumsgeschwindigkeit der
Mutante unter atmosphédrischem Druck weist auch auf eine optimierte Translationselongation
im Vergleich zum Wildtyp hin (Maaloe 1979, Neidhardt et al. 1990). Ein weiteres fiir ClpXP
spezifisches Adaptor-Protein ist RssB. Dieser Zwei-Komponenten Response-Regulator bindet
spezifisch an den Sigma Faktor ¢° und sorgt nach entsprechender Phosphorylierung fiir dessen
Proteolyse durch ClpXP (Dougan et al. 2002 und 2003, Hengge und Bukau 2003).

Dies zeigt, dass Adaptor-Proteine zusammen mit den jeweiligen Proteasen nicht nur im
Rahmen der Qualititskontrolle von Proteinen eine entscheidende Rolle spielen, sondern auch
iibergeordnete regulatorische Funktionen bei der Translation und Replikation besitzen
(Dougan et al. 2002). Wihrend der bereits erwéhnte Transkriptionsregulator RpoS (c°) durch
RssB markiert wird, werden der Transkriptions-Repressor HrcA in B. subtilis (Wiegert und
Schumann 2001) sowie der Lacl-Repressor (Abo et al. 2000) oder A cI Repressor (Roche und
Sauer 2001) in E. coli durch Anfiigen eines SsrA-Tags zur Proteolyse durch ClpXP markiert.
Dies wiederum hat weitreichende Auswirkungen auf die Regulation komplexer Netzwerke
und Stressantworten (Withey und Friedmann 2002, Hengge und Bukau 2003). Auch besitzt
ClpX eine wichtige Rolle in der globalen Regulation der Virulenzgene bei S. aureus (Frees
etal. 2005). In diesem Zusammenhang sei nur kurz erwihnt, dass bei E. coli auch die
Regulation der Ribokinase (RbsK), bzw. des entsprechenden Gens rbsK teilweise {iber Trans-
Translation reguliert wird (Roche und Sauer 2001, Hayes et al. 2001, Collier etal. 2002,
Hengge und Bukau 2003). Ein Zusammenhang mit dem in dieser Arbeit charakterisierten
Protein P1 (RbsK/Rpi) und der Trans-Translation konnte aber bisher nicht festgestellt werden.
Wie gezeigt nimmt ClpX die verschiedensten Aufgabe in der Zelle wahr. Neben der
spezifischen Protease-Aktivitit zusammen mit ClpP besitzt ClpX auch die Funktion als
Chaperon (Singh etal. 2000). Bei den meisten Bakterien wird ClpX unter Hitzestress
vermehrt synthetisiert und ist unter diesen Stressbedingungen fiir ein Uberleben der Zellen
auch essentiell (Dougan et al. 2002). Bei S. pneumoniae wird ClpX nicht durch Hitzestress
induziert, sondern besitzt bereits bei optimalen Wachstumsbedingungen eine essentielle
Funktion unabhéngig von ClpP (Robertson et al. 2003). Auch bei L. sanfranciscensis war eine
Induktion von ClpX durch Hitzestress oder andere Stressarten nicht zu beobachten. Die
einzige Ausnahme bildete Hochdruckstress. Passend dazu war auch die Beobachtung von

Pavlovic (2006) an der bereits beschriebenen piezophilen Hochdruckmutante von
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L. sanfranciscensis. Das Wachstum der Mutante war im Vergleich zum Wildtyp unter
Hochdruck signifikant erhoht. Hitzstress hingegen inhibierte das Wachstum dieses Stammes
drastisch. Passend dazu konnte beim L. sanfranciscensis Wildtypstamm unter Hochdruck eine
Uberexpression von ClpX und bei Hitzestress eine Reduktion der ClpX Konzentration in den
Zellen gemessen werden. Dies zeigt, dass die Regulation von ClpX trotz starker
Konservierung und wahrscheinlich dhnlicher Funktionen bei verschiedenen Bakterien
komplett unterschiedlich verlauft. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass bei B. subtilis eine
erhohte Konzentration an ClpX und tmRNA in den Zellen das Wachstum bei Hitzestress
signifikant fordert (Muto et al. 2000). Hier wird die unterschiedliche Regulation von ClpX
besonders deutlich. ClpX scheint in L. sanfranciscensis prinzipiell zwar dhnlich komplexe
Funktionen wie in anderen Mikroorganismen zu besitzen, unter Umstinden wird das Protein

bei L. sanfranciscensis aber noch spezifischer nur bei ganz bestimmten Stressarten bendtigt.

4.5.6 Thioredoxin Reduktase (P4)

Der Proteinspot P4 wurde ebenfalls schon in der Publikation von Drews et al. (2002) als ein
durch Hochdruck induziertes Protein identifiziert. Allerdings wurden in dieser Arbeit keine
Aussagen iiber die mogliche Funktion getroffen. In der vorliegenden Arbeit konnte das
Protein aufgrund der deutlichen Homologien der Peptidsequenz und des Molekulargewichts
mit hoher Wahrscheinlichkeit einer Thioredoxin Reduktase B (TrxB) zugeordnet werden.
Dieses fiir zahlreiche Lebewesen essentielle Enzym konnte bisher aus den verschiedensten
Organismen isoliert werden (Williams 2000). Im Lauf der Evolution haben sich zwei
verschiedene Typen entwickelt. Mit ca. 35kDa pro Untereinheit ist die Thioredoxin
Reduktase von Prokaryoten, Archaen und den niederen Eukaryoten kleiner als die der
hoheren Eukaryoten mit 55 kDa pro Untereinheit (Luthman und Holmgren 1982, Williams
et al. 2000). Neben der Grof3e unterscheiden sich die Enzyme aber auch im Mechanismus der
Katalyse und ihrer physiologischen Rolle in den jeweiligen Organismen (Williams et al.
2000, Arner und Holmgren 2000). Moore et al. (1964) konnten zeigen, dass es sich bei der
Thioredoxin Reduktase von E. coli um ein als Dimer aufgebautes Flavoenzym handelt, das
pro Untereinheit ein Redox aktives Disulfid und ein Molekiil FAD aufweist. Somit zdhlen
Thioredoxin Reduktasen zu den Flavoproteinen und sind essentieller Bestandteil des
Thioredoxin-Sytems. Zusammen mit NADPH sorgen sie fiir die stindige Reduktion des
namengebenden Thioredoxins. Bei Thioredoxin selbst handelt es sich um kleine, hitzestabile
und in allen Zellen vorkommende Proteine, die als H -Donatoren fiir zahlreiche essentielle
Enzymreaktionen wie z. B. die Reduktion von Nukleotiden zu Deoxy-Nukleotiden dienen

(Williams etal. 2000). Bei B.subtilis wird die Synthese von Thioredoxin durch
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verschiedenste Stressbedingungen wie Hitze-, Salz-, Ethanol- oder oxidativen Stress
induziert, so dass dieses Enzym ebenfalls zu den allgemeinen Stressproteinen gezdhlt werden
kann (Scharf et al. 1998). Auch bei E. coli, S. aureus und O. oeni existieren Untersuchungen
zur Regulation der beiden Gene unter verschiedenen Stressbedingungen (Prieto-Alamo et al.
2000, Uziel etal. 2004, Jobin etal. 1999, Guzzo etal. 2000). Ob bei L. sanfranciscensis
neben der Thioredoxin-Reduktase auch Thioredoxin selbst durch Hochdruckstress induziert
wird, konnte aufgrund des geringen Molekulargewichts von nur 12 kDa im Rahmen der
durchgefiihrten Proteomanalyse nicht festgestellt werden (Williams et al. 2000). Interessant
ist, dass bei L. monocytogenes durch einen Kilteschock neben dem Gen fiir die Thioredoxin-
Reduktase (trxB) unter anderem auch die Gene fiir groEL und clpB induziert werden (Liu
et al. 2002). Bei L. sanfranciscensis ist die Synthese von TrxB, GroEL und ClpL ebenfalls bei
Kalte, aber auch bei Hunger- und Hochdruckstress erhoht. Die gemeinsame Induktion von
trxB und clpB bei L.monocytogenes auf der einen Seite und trxB und clpL bei
L. sanfranciscensis auf der anderen Seite bekriftigt die These, dass ClpL und ClpB &hnliche
oder identische Aufgaben besitzen. TrxB wurde bei L. sanfranciscensis dariiber hinaus auch
nach Hitze- und Séurestress vermehrt gefunden, was die Funktion als generelles Stressprotein
unterstreicht. Eine wichtige Entdeckung gelang Kern et al. (2003), indem sie fiir Thioredoxin
und die Thioredoxin-Reduktase von E. coli iiber die bereits bekannte Funktion hinaus
zusétzlich noch eine DnaK dhnliche Funktion als Chaperon nachgewiesen haben. So ist
eventuell also auch ein Zusammenspiel von TrxB, GroEL und CIpL im Rahmen eines
komplexen Chaperon Netzwerkes denkbar.

SchlieBlich stellten Malone etal. (2006) erst kiirzlich fest, dass zur Ausbildung einer
Hochdrucktoleranz bei E. coli die Regulation mehrerer Gene des Thioredoxin Systems,
darunter auch trxB verdndert ist. Auch beobachteten sie, dass eine trxB Mutante signifikant

sensitiver gegeniiber subletalem Hochdruck ist als der entsprechende Wildtyp-Stamm.

4.5.7 Trehalose/Maltose Hydrolase (P5)

Die Analyse des Proteins P5 zeigte, dass Ahnlichkeiten zu Trehalose/Maltose Hydrolasen aus
anderen Laktobazillen bestehen. Die Synthese dieses Enzyms wird bei L. sanfranciscensis
nicht nur unter Hochdruckstress, sondern auch in der stationdren Phase und unter Hitze- und
Salzstress induziert. Die Aufgabe im Rahmen einer Stressantwort kdnnte bei diesem Enzym
darin liegen, dass nach Hydrolyse der beiden Zucker Trehalose und Maltose die
resultierenden Zucker der Zelle entweder zur Energiegewinnung oder als Grundbausteine fiir
neue Verbindungen zur Verfiigung stehen konnten. Eine genaue Aussage iiber die Funktion

des Enzyms in Bezug auf eine durch Hochdruck induzierte Stressantwort war aber nicht
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moglich. Die Hydrolase wurde nach dem heutigen Kenntnisstand bisher auch noch fiir keinen

anderen Mikroorganismus bei einer Stressantwort beschrieben.

4.5.8 Unbekannte Funktion (P3)

Die Konzentration des Proteins P3 war nicht nur nach einer Behandlung mit subletalem
Hochdruck, sondern auch nach Inkubation unter Salz- und Séurestress in L. sanfrancsicensis
signifikant erhoht. Wahrend der stationdren Phase oder einer Inkubation bei Kilte (12,5°C)
konnte kein Einfluss auf die Konzentration dieses Proteins in den Zellen festgestellt werden.
Im Vergleich zu unbehandelten Zellen nahm die Proteinmenge nach einer Hitzebehandlung
sogar noch deutlich ab. Untersuchungen zur Homologie interner Peptidsequenzen und ein
Vergleich von Masse und isoelektrischem Punkt zeigten Ahnlichkeiten zu einem Protein aus
L. lactis mit noch unbekannter Funktion. Auch wenn es sich um ein unter HHD relativ stark
induziertes Protein handelt, ist im Rahmen dieser Arbeit eine genauere Aussage iiber die

Funktion des Proteins in der Zelle nicht moglich.

4.5.9 hypothetisches Protein (P7)

Das identifizierte interne Peptid des Proteins P7 besitzt Homologie zu einem hypothetischen
Protein aus L. lactis. Auch das Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt stimmen mit
den Angaben zu dem hypothetischen Protein gut {iberein. Eine Charakterisierung war bisher
nicht moglich, so dass die Funktion eines Stressproteins nur vermutet werden kann.
Auffallend ist die Ahnlichkeit der Regulation wihrend der untersuchten Stressbedingungen
mit der Regulation des Proteins P2 (ClpL-Protease). Neben subletalem Hochdruckstress
bewirkt auch eine erhohte Konzentration an NaCl, Kilte oder Hungerstress eine gesteigerte
Synthese dieser beiden Proteine. Bei Hitze- und Sdurestress hingegen konnte weder bei P7
noch bei P2 eine Anderung festgestellt werden. Eine gemeinsame Regulation ist daher
denkbar. Unter Umstdnden handelt es sich bei P7 um ein bisher nicht bekanntes, ebenfalls

durch CtsR reguliertes Stressprotein der Klasse III.

4.5.10 CtsR und ClpC

Wie bereits erwéhnt, sollte das ctSR Gen deswegen sequenziert werden, um den fiir Gram
positive Bakterien typischen CtsR-Transkriptionsrepressor fiir Stressproteine der Klasse III
(class three stress gene repressor) zu der die Clp-ATPasen gehoren, charakterisieren und
schlieBlich fiir weitere Versuche heterolog exprimieren zu koénnen. Bei der Sequenzierung
stellte sich heraus, dass CtsSR zusammen mit clpC ein Operon bildet. Zwischen den beiden

Genen befinden sich 18 Basenpaare, die zwar eine Ribosomenbindestelle, aber keine
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vollstandige Promotorsequenz darstellen. Die Anordnung von CtsSR und clpC in ecinem
gemeinsamen Operon ist bei den meisten Mikroorganismen, die CtSR im Genom aufweisen,
wie beispielsweise B. subtilis, O. oeni, L. monocytogenes oder L. lactis, typisch (Kriiger und
Hecker 1998, Grandvalet et al. 2005, Nair et al. 2000, Varmanen et al. 2000). Wéhrend bei
S. aureus und verschiedenen Gram positiven Stdbchen (Bacillen, Clostridien und Listerien)
im ClpC-Operon neben clpC und ctsR noch zwei weitere Gene (mcsA und mcsB) zu finden
sind (Rouquette et al. 1996, Kriiger et al. 1997 und 2001, Chastanet et al. 2003), besteht das
Operon bei L. lactis aus insgesamt drei Genen (CtsR-clpC-orf55) (Varmanen et al. 2000). Nur
bei Streptokokken und einigen Laktobazillen besteht das Operon ausschlieBlich aus den
Genen fiir ctsR und clpC (Grandvalet et al. 2005).

Der aus 156 Aminoséduren bestehende CtsR-Repressor weist Homologien von bis zu 74% mit
analogen Proteinen aus anderen Bakterien auf (Abbildung 4.16). CtsR besitzt verschiedene
funktionelle Domédnen und bindet an fiir Stressgene der Klasse III typische CtsR-Bindestellen
mit der DNA-Erkennungssequenz ,,A/GGTCAAA-NAN-A/GGTCAAA®“. Die Bindung
erfolgt dabei immer als Dimer (Derre et al. 2000). Eine besonders ausgepriagte und wichtige
Struktur stellt ein ,,Gly-Gly-Gly-Gly*“ Repeat (65-68) dar (Abbildung 4.16). Derre et al.
(2000) vermuteten hier unter anderem eine Art Thermo-sensing als Funktion fiir dieses Motiv.
Dariiber hinaus sind auch eine Helix-Turn-Helix DNA-binde Doméne am N-Terminus von
CtsR und eine Dimerisierungsdoméne im Mittelteil relativ stark konserviert (siche Abbildung

4.16).

>r- ref|YP_804907.1] [3 Transcriptional repressor of class 111 stress genes
[Pediococcus
pentosaceus ATCC 25745]

gb]ABJ68465.1] Transcriptional repressor of class 111 stress genes
[Pediococcus

pentosaceus ATCC 25745]

Length=154

Score = 151 bits (381), Expect = le-35, Method: Composition-based stats.
Identities = 83/155 (53%), Positives = 115/155 (74%), Gaps = 1/155 (0%)

Query 1 MASHSMSDT IGEYLKKLLAERDEEVEIRRSD IAEHFDVVPSQINYVIKTRFTIQDGFVVQ 60
M ++SD | YLK++LA  EE+EIRRS+IA+ FDVVPSQINYVIKTRFTIQ+G+VV+
Sbjct 1 MQGQNISDIIERYLKEILAN-SEEIEIRRSEIADQFDVVPSQINYVIKTRFTIQNGYVVE 59

Query 61  SKRGGGGY IRIEKINLMEDSNVFDRLIDSIGDMISQKDEEDILKTLLNNGLLNKREVHMV 120
SKRGGGGYIRIEK+ L++D +V D LI IGD + ++D IL +L  + +L+KRE ++
Sbjct 60  SKRGGGGYIRIEKVKLLDDIDVLDSLIRVIGDSLDERDAISILGSLYEDSVLSKREASLL 119

Query 121 ASILTHDAINVSNYETEEKVRANVLSALLCRLKYE 155
AS L+ +N+ + EE++RA V+ +L L+YE
Sbjct 120 ASTLSKSTLNIGDRNLEEQIRAKVMIGILNHLRYE 154

Abbildung 4.16 Blastp-Analyse der CtsR Aminosiuresequenz. Der Vergleich der vorliegenden
Aminosduresequenz von CtsR aus L. sanfranciscensis weist Homologien von bis zu 74% zu CtsR-
Proteinen aus anderen Bakterien auf. Besonders stark konserviert sind bestimmte, fiir CtsR
charakteristische Doménen (Detail siche Text).
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Karatzas und Bennik (2002) konnten eine gegeniiber Hochdruck tolerante Mutante von
L. monocytogenes isolieren, die gleichzeitig auch erhohte Resistenz gegen Hitze-, Séure- und
H,0,-Stress besitzt. Wie sich herausstellte, war die Mutation im Verlust eines Glycins
begriindet, so dass anstelle von vier nur noch drei aufeinanderfolgende Glycine in der oben
beschriecbenen Doméne vorhanden sind (Karatzas etal. 2003). Gleichzeitig besitzt die
Mutante erhdhte Konzentrationen an verschiedenen Clp-ATPasen und an CtsR selbst, was auf
die gestorte Transkriptionsrepression dieser Gene durch das mutierte CtsR zuriickzufiihren ist.
Die ungewohnlich hohe Konzentration an Clp-ATPasen, die normalerweise durch CtsR
reguliert werden, fiihrte in diesem Fall also zu einer Resistenz gegeniiber Hochdruckstress
und anderen Stressarten (Karatzas et al. 2003).

CtsR stellt somit einen der wichtigsten Regulatoren fiir die Stressantwort bei Gram positiven
Bakterien dar. Dabei greift CtsR bei vielen Arten wie S.aureus, S.epidermidis oder
S. pneumoniae nicht nur in die Regulation der Klasse I1I Stressgene ein, sondern ist zusétzlich
auch an der Regulation von DnaK und GroEL beteiligt, die als Stressproteine der Klasse I
typischerweise iiber den HrcA-Repressor reguliert werden (Chastanet et al. 2003). Bei O. oeni
werden DnaK und GroEL sogar ausschlieflich tiber CtsR und nicht iiber HrcA reguliert. CtsR
stellt in diesem Organismus somit eine Art ,,Master Regulator” fiir die Stressantwort dar
(Grandvalet et al. 2005).

Die Konzentration an CtsR in der Zelle spielt in allen Fillen eine wichtige Rolle und wird auf
verschiedenen Ebenen kontrolliert und reguliert. Auf Transkriptionseben findet gewdhnlich
eine Autoregulation von CtSR durch CtsR selbst statt (Kriiger et al. 2001). Dariiber hinaus
wird die Stabilitdt von CtsR von weiteren Proteinen moduliert. Wéhrend McsA (modulator of
CtsR repression) in nicht-gestressten Zellen von B. subtilis die Konformation von CtsR als
Dimer stabilisiert, moduliert die Tyrosin Kinase McsB den Repressor in gestressten Zellen
derart, dass eine Bindung an die CtsR-Bindestelle und somit eine Repression nicht mehr
moglich ist. Somit konnen die entsprechenden Stressgene, aber auch CtsR selbst vermehrt
transkribiert werden (Abbildung 4.17, Kriiger et al. 2001). Die Bindung von McsB an CtsR
(tagging) fiihrt gleichzeitig auch dazu, dass CtsR verstirkt durch ClpCP degradiert wird
(Kirstein etal. 2007). Durch den Abbau von CtsR steigt wiederum die Expression von
Stressgenen und CtSR, so dass nach einer gewissen Zeit (15 bis 30 min) nach einer bestimmten
Stresssituation wieder das urspriingliche Gleichgewicht an CtsR und allen dadurch regulierten
Stressproteinen hergestellt wird (Kriiger et al. 2001). Neben dem spezifischen Abbau des
CtsR Repressors durch ClpCP und ClpXP unter Stressbedingungen, sind auch ein geregelter

Ubergang zwischen inaktivem Monomer und aktivem Dimer oder eine anderweitige
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Konformationsdnderung zwischen aktiver und inaktiver Form als weitere Mdglichkeiten der

Regulation denkbar (Derre et al. 2000).

>
CtsR-dependent genes

‘.«

AA‘.A

mRNA

CtsR-dependent genes

non-stressed cell

stressed cell

Abbildung 4.17 Schema zur Regulation des Transkriptionsrepressors CtsR durch McsA und
MecsB in gestressten und nicht gestressten Zellen. In nicht gestressten Zellen stabilisiert McsA den
Transkriptionsrepressor CtsR. Dieser bindet als Dimer an typische Erkennungssequenzen von
Promotoren fiir Stressgene der Klasse III. Bei Stress beeinflusst McsB die Konformation von CtsR
derart, dass der Repressor keine Dimere bilden kann und die Bindestelle verldsst. Dariliber hinaus
werden die CtsR-Molkiile durch McsB markiert (*), so dass sie von Proteasen wie ClpCP degradiert
werden. Dies flihrt bei Stress zu einer gesteigerten Transkription von Stressgenen der Klasse III. Auf
diese Weise werden bei Stress nicht nur sdmtliche Clp-ATPasen, sondern auch CtsR, McsA, McsB und
auch ClpC vermehrt gebildet. Auf diese Weise regulieren diese Proteine unter anderem auch ihre
eigene Synthese, so dass sich immer wieder ein Gleichgewicht an Stressproteinen in den Zellen
einstellen kann (Abbildung aus Kriiger et al. 2001).

Somit regulieren sich CtsR und die entsprechenden Clp-ATPasen zum Teil gegenseitig und
bewerkstelligen somit ein Feintuning bei spezifischen Stressantworten (Gerth et al. 2004).
Dariiber hinaus spielen die genanten Proteine aber auch bei der Virulenz pathogener Arten
eine wichtige Rolle (Karatzas et al. 2003).

Um die Antwort von L. sanfranciscensis auf Hochdruckstress verstehen zu konnen, ist es
unerlédsslich auch die Wirkungsweise und Regulationsfunktionen von CtsR in diesem
Organismus zu kennen. Die nihere Charakterisierung von CtsR erschien daher sinnvoll und
sollte im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden, auch wenn in der Proteomanalyse das
kleine Repressorprotein CtsR nicht als Hochdruck sensitiv identifiziert werden konnte. Aus
diesem Grund wurde CtsR aus L. sanfranciscensis heterolog in E. coli exprimiert. Trotz
erfolgreicher Uberexpression war eine Aufreinigung iiber ein 6xHis-tag nicht mdglich. Unter
Umsténden ist aufgrund der ausgepriagten Struktur und Dimerisierung von CtsR das His-tag
im Molekiilinneren verborgen, so dass eine Bindung an die Ni-Sdule nicht moglich ist und

andere Verfahren getestet werden miissen. Dies war in der vorliegenden Arbeit allerdings
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nicht durchfiihrbar, so dass die ndhere Charakterisierung von CtsR auf nachfolgende Arbeiten
verschoben werden muss.

Wie erwéhnt bildet CtSR zusammen mit dem Gen clpC ein fiir Gram positive Bakterien
typisches CtsR-clpC-Operon (Kriiger und Hecker 1998,Charpentier et al. 2000). ClpC zdhlt
ebenfalls zu den Clp-ATPasen. Die insgesamt 819 Aminosduren weisen eine hohe

Ubereinstimmung von bis zu 81% mit ClpC-ATPasen aus verschiedenen Milchsiurebakterien

auf (Abbildung 4.18).

>r- ref|NP_784715.1] lEi ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit CIpC
[Lactobacillus
plantarum WCFS1]

emb |CAD63562.1] [3 ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit ClpC
[Lactobaci llus

plantarum WCFS1]

Length=837

Score = 1003 bits (2593), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 542/822 (65%), Positives = 666/822 (81%), Gaps = 7/822 (0%)

Query 1 MEDSLTPSAKKTLMIAQEQARGFQHQSVGTEHLLLALSIEKSGIAYQTLNQLSVTEQDVK 60
M++ TPSAK L++AQEQA+ F+HQ+VGTEHLLLAL+IEK+GIA + L Q +V+E D++
Sbjct 1 MDNLFTPSAKSVLVLAQEQAKYFKHQAVGTEHLLLALATEKNG IANKVLQQYAVSEDDIR 60

Query 61 EEIEQIAGYGNLQNDGT-TYLPYSPKMRD I LNLAGQIAKQYGSKRVGTEHLLLALTSENE 119
EEIE+ GYG L N G TYLPYSPK ++IL++AG AK+ G+ ++GTEHLLLA+ S+
Shjct 61 EEIERFTGYGTLSNVGKDTYLPYSPKAKE I LSVAGDEAKRLGANKIGTEHLLLAMLSDES 120

Query 120 1VSSRILNSLGISPEDVRKITIRKMGVPD--~~~ QGIPTESKNDDKEKTPTLDSFAKDLT 174
I+SSRIL +L + RK+ +RK+GV D +G E TPTLDS A+DLT
Sbjct 121 ILSSRILMNLNLDLGQTRKVVLRKLGVSDAMSKRKGNAANRGGKKTEGTPTLDSLARDLT 180

Query 175 KAARDGQLDP I IGRDQEVRRAIQILSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAIAEGLAQKIVEKKVP 234
+ A + ++DP++GR +EV+R I1QILSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAIAEGLAQKIV ~ VP
Sbjct 181 QLASEQEMDPVVGRSKEVKRVIQILSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAIAEGLAQKIVAGDVP 240

Query 235 QDMTNKRVMALDMGSLVAGTKYRGEFENRLKKIINEIKSNGHVILFVDELHTLIGAGGAE 294
DM +KR+M LDMGSLVAGTKYRGEFE+RLKK+I+EIl ++GHVILF+DELHTLIGAGGAE
Shjct 241 TDMADKRLMMLDMGSLVAGTKYRGEFEDRLKKVIDEIYNDGHVILFIDELHTLIGAGGAE 300

Query 295 GAIDASNILKPTLARGEIQMIGATTLNEYQKHIEADAALERRFATVQIEEPRVDEAKKIL 354
GAIDASNILKP LARGE+Q IGATTLNEYQK+IE+DAALERRFATV + EP DEA +IL
Shjct 301 GAIDASNILKPALARGELQTIGATTLNEYQKY IESDAALERRFATVMVNEPTEDEAVEIL 360

Query 355 AGLRPKYEEYHHVKITDDAINAAVDLSSRY ISGRFLPDKAIDLMDEAAAKVRIDAMGDST 414
GLRP+YEE+H V ITD+A++ AV LSSRYIS RFLPDKAIDLMDEAAAKVRID M T
Sbjct 361 DGLRPRYEEHHRVTITDEAVDQAVKLSSRY ISDRFLPDKAIDLMDEAAAKVRIDQMDQPT 420

Query 415 ELVKQQRELDEARSNKDRAIEEQRFDDAVTFRSQEQQLEKSVAALMEKDKKKREHENKQH 474
+L K Q +L + R +K+ AIE Q F+ A R QE QL++ + + E D+ E
Sbjct 421 KLSKNQDKLAQLREDKETAIEAQDFEQAADIRKQEMQLKQRLDRI-EADQDAEVTEGATP 479

Query 475 NYKLKENSESVAQIVAEWTGIPVTHLKKTDADRLVNLENVLHKRVIGQDEAVTAVAKAVR 534
+Y L+  E +AQ+VAEWTG+P+T L+K++++RLVNLE +LH+RV+GQ EAV+AVA+A+R
Sbjct 480 HYDLQVTGEDIAQVVAEWTGVPLTQLQKSESERLVNLEKILHERVVGQPEAVSAVARAIR 539

Query 535 RARSGLKDPNRPIGSFIFLGPTGVGKTELAKDLAEEMFGSEDDVIRVDMSEYMEKYSTSR 594
RARSGLKDP+RPIGSF+FLGPTGVGKTELAK LA MFGSED++IR+DMSEYME+YSTSR
Sbjct 540 RARSGLKDPSRPIGSFMFLGPTGVGKTELAKALAAAMFGSEDNMIRIDMSEYMERYSTSR 599

Query 595 LVGSAPGYVGYEEGGQLTEKVRKHPYSVVLLDEVEKAHPDVFNLLLQVLDDGFLTDSKGR 654
L+GSAPGYVGY+EGGQLTEKVR+ PYSVVL DEVEKAHPDVFN+LLQVLDDG+LTDSKGR
Sbjct 600 LIGSAPGYVGYDEGGQLTEKVRQKPYSVVLFDEVEKAHPDVFNILLQVLDDGYLTDSKGR 659

Query 655 KVDFKNTIHIMTSNLGATALREQKTVGFDANRSENNDAEVKRV IQEKMKQFFRPEFLNRV 714
KVDF+NTI+IMTSNLGAT LR++K+VGF A N+ V 1+ +KQ FRPEFLNR+
Sbjct 660 KVDFRNTILIMTSNLGATTLRDEKSVGFGATDKANDYNAVAATIRATLKQTFRPEFLNRI 719

Query 715 DETVIFHSLTESELHRIVKLMTKRLVDRVEKQGY ILKITPAAIDAVAKKGYNPEYGARPL 774
DET++FHSL + ELH IVKLM++ +VDRV +QG +KITPAAID VAK G++PEYGARP+
Sbjct 720 DETIVFHSLNKEELHEIVKLMSQE 1VDRVGQQGIKIKITPAAIDVVAKAGFDPEYGARPI 779

Abbildung 4.18 Blastp-Analyse der ClpC Aminosiuresequenz. Der Vergleich der vorliegenden
Aminosiuresequenz von ClpC aus L. sanfranciscensis zeigt die hohe Ubereinstimmung von bis zu 81%
zu ClpC-ATPasen aus Gram positiven Bakterien. Einige fiir ClpC besonders charakteristische
Sequenzmotive sind im Text beschrieben.
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Mit zwei Nukleotid-Binde-Doménen (311 — 318 und 555 — 562) zdhlt ClpC zur Klasse I der
Clp-ATPasen (Schirmer et al. 1996). Ein ,,VGF“-Motiv (680 — 682) zeigt, dass ClpC auch bei
L. sanfranciscensis zusammen mit ClpP eine spezifische ClpCP-Protease bilden kann und
somit neben der Funktion als Chaperon noch die Aufgabe als spezifische ClpCP-Protease
besitzt (Charpentier et al. 2000, Kim et al. 2001, Turgay et al. 2001). Dafiir spricht auch der
eine zentrale Pore bildende und bereits fiir ClpX beschriebene ,,GY VG*“-Loop (601 — 604).
Eine Uberexpression von clpC, bzw. ClpC unter subletalem Hochdruck konnte bei
L. sanfranciscensis bisher weder auf Gen-, noch auf Proteom-Ebene nachgewiesen werden.
Die meist an B. subtilis durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass ClpC nicht nur
an der Qualitdtskontrolle bei neu synthetisierten Proteinen beteiligt ist (Kriiger et al. 2000,
Schlothauer et al. 2003), sondern dariiber hinaus auch zahlreiche andere Schliisselfunktionen
in der Zelle besitzt (Kirstein et al. 2006). Neben der Stressantwort bei Hitze-, Ethanol- und
Salzstress (Kriiger et al.1994 und 2001, Kirstein et al. 2005) ist ClpC auch an der Sporulation
(Pan et al. 2001, Pan und Losick 2003), sowie an der Ausbildung der genetischen Kompetenz
zur Aufnahme von extrazellulirer DNA (Turgay et al. 1998) beteiligt. Letzteres geschicht
durch den regulierten Abbau des Transkriptionsfaktors ComK (Turgay etal. 1998). Und
schlieBlich ist ClpC iiber die Degradation von CtsR wie bereits erwdhnt mafigebend an der
Transkriptionsregulation von CtsSR, seines eigenen Gens clpC, sowie aller weiteren durch CtsR
regulierten Gene beteiligt (Siehe Abbildung 4.17).

Im Gegensatz zu anderen AAA"-Proteinen bendtigt ClpC fiir alle beschriebenen Funktionen
ein Adaptorprotein. Wéhrend bekannte Adaptorproteine wie ClpS oder SspB nur Modulatoren
darstellen, die einen Prozess beschleunigen, fiir die grundlegende Funktionen aber nicht
essentiell sind, ist funktionelles ClpC zumindest bei B. subtilis auf entsprechende
Adaptorproteine angewiesen (Kirstein etal. 2006). Neben McsB (Markierung von CtsR)
spielt hier vor allem das fiir ClpC spezifische Adaptorprotein MecA eine zentrale Rolle
sowohl fiir das ClpC-Chaperon, als fiir die spezifische ClpCP-Protease. Besonders ausfiihrlich
ist der Abbau von ComK durch ClpCP nach Markierung des Transkriptionsfaktors durch
MecA beschrieben (Turgay et al. 1998und 2001). Kirstein et al. (2006) zeigten alle bisher
bekannten essentiellen Funktionen von MecA auf, die fiir die Aktivititen von ClpC
notwendig sind. Dariliber hinaus konnten Pan und Losick (2003) ein fiir CIpCP typisches
,LCN“-Degradationssignal identifizieren, welches zum Abbau von an der Sporulation

beteiligten Proteinen bendtigt wird.
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4.6 Analyse von Promotoraktivititen unter Hochdruckstress

Lengeler etal. (1999b) geben eine ausfiihrliche Ubersicht iiber die Moglichkeiten wie
Prokaryoten durch Modifikationen des Proteoms zum Beispiel auf Umweltverdnderungen mit
einer Stressantwort reagieren konnen. Neben posttranslationalen Moglichkeiten wie
Proteolyse und Proteinmodifikation spielt bei Bakterien vor allem die Regulation der
Genexpression eine wichtige Rolle. Hier unterscheidet man die Ebene der Transkription, der
RNA Stabilitdt und der Translation. Der Wirkmechanismus vieler Antibiotika beruht auf einer
Inhibierung der Transkription und Translation. Die Zelle selbst nutzt eine gezielte Regulation
der Translation hauptsichlich fiir ein Feintuning der Proteinmengen. Vor allem durch
Antisense RNA oder spezifische ribosomale Proteine kann die Translation gezielt reguliert
werden. Auch das so genannte ,,codon usage* besitzt Auswirkungen auf die Translation und
somit regulatorische Eigenschaften eines Gens. Dariiber hinaus spielen die Stabilititen vor
allem der mRNAs, aber auch der tRNAs und der rRNAs eine entscheidende Rolle fiir die
Effektivitdt der Translation und somit fiir die letztendlich gebildete Menge an Protein. Den
wohl weitaus grofften und wichtigsten Einfluss besitzt aber die Regulation auf Ebene der
Transkription. Neben der Initiation kann auch die Elongation und die Termination der
Transkription reguliert werden. Ein essentieller Schliisselprozess vor der Synthese der mRNA
ist in jedem Fall die Bindung der RNA Polymerase an den so genannten Promotor (Initiation).
Promotoren setzen sich aus verschiedenen Komponenten zusammen und konnen mehrere
Elemente einer positiven und negativen Transkriptionskontrolle beinhalten, die fiir eine
steuerbare Regulation der Genexpression notwendig sind.

Die Art der jeweiligen Promotor-Sequenz bildet somit den wohl grundlegendsten Baustein fiir
die Regulation der Genexpression bei Bakterien. Ein wichtiger Teil dieser Arbeit bestand
daher in der Charakterisierung ausgewéhlter Promotoren von Genen und Operons, bei denen
unter subletalem Hochdruck die Menge der entsprechenden Proteine signifikant beeinflusst
wird. Dabei sollte untersucht werden, ob spezielle Sequenzabschnitte in Pomotoren
vorhanden sind, die eine hochdrucksensitive Regulation der Genexpression bewirken.

Die Charakterisierung Hochdruck induzierbarer Promotoren konnte von grolem Interesse fiir
biotechnologische Anwendungen sein. Gerade bei den fiir die industrielle Fermentation
wichtigen und als ungefdhrlich geltenden Milchsdurebakterien mit GRAS-Status (generally
regarded as safe) besteht starkes Interesse an der Etablierung neuer genetischer Werkzeuge
(Rud et al. 2006). So wiirde eine gezielte Induktion der Expression heterologer Gene durch
eine moderate HHD-Behandlung unter Umstdnden deutliche Vorteile im Vergleich zur

chemischen Induktion durch Zusatz von z.B. Nisin besitzen. Neben finanziellen Aspekten ist
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fiir die Lebensmittelindustrie dabei besonders wichtig den Zusatz chemischer Verbindungen
zur Induktion zu vermeiden. Aus diesem Grund beschiftigen sich viele Arbeiten mit der
Analyse synthetischer Promotor-Bibliotheken (Kuipers etal. 1997, Jensen und Hammer
1998a und 1998b, Cases und Lorenzo 1998, Hammer et al. 2006, Rud et al. 2006) und der
Aktivitdt spezieller Promotoren in unterschiedlichen Milchsdurebakterien (McCracken und
Timms 1999, McCracken et al. 2000, Chen und Steele 2005). Neben dem Verstindnis der
Genregulation unter Hochdruck konnte die Charakterisierung spezieller Promotoren von
L. sanfranciscensis somit eventuell auch eine interessante, anwendungsorientierte Bedeutung

besitzen.

4.6.1 Konstruktion und Etablierung eines Reportergensystems

Reportergensysteme stellen eine der geeignetsten Methoden zur Bestimmung von
Promotoraktivitdten bei Bakterien dar. Fiir L. sanfranciscensis ist bisher noch kein solches
System beschrieben. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit zunichst ein Reportergensystem
fir L. sanfranciscensis entwickelt werden, das auch zur Messung von Promotoraktivititen
unter Hochdruckstress geeignet ist.

Da eine funktionelle Expression von lacZ (B-Galaktosidase) aus E. coli in L. sanfranciscensis
nicht moglich ist, wird alternativ das eine a-Galaktosidase kodierende melA aus L. plantarum
als Reportergen verwendet. Dieses System bietet dabei Vorteile im Vergleich zu anderen
Systemen. So konnte z. B. gfp (green fluorescent protein) in L. casei zwar unter optimierten
Bedingungen mit starker O,-Zufuhr funktionell exprimiert werden (Perez-Arellano und Perez-
Martinez 2003), fiir Promotoranalysen unter Standardbedingungen mit normaler Beliiftung ist
dieses System aber nicht geeignet. Mittels Western-Blot konnte zwar auch in
L. sanfranciscensis die Synthese von GFP nachgewiesen werden, allerdings ist das Protein, das
fiir die korrekte Faltung Sauerstoff beno6tigt, unter Normalbedingungen nicht oder nur schwach
aktiv. Eine quantitative Bestimmung der Proteinmengen durch Messung der Fluoreszenz ist
somit nicht moglich (personliche Mitteilung M. Ehrmann).

Ein anderes, von Stentz et al. (2000) beschriebenes und weit verbreitetes Reportersystem fiir
Milchsédurebakterien basiert auf gusA (B-Glucuronidase). Allerdings wird dieses Gen in einigen
Milchsdurebakterien nicht exprimiert (Platteeuw 1994) und funktioniert auch bei
L. sanfranciscensis nur unzureichend (personliche Mitteilung M. Ehrmann).

Das von Silvestroni et al. (2002) beschriebene und fiir eine a-Galaktosidase kodierende melA
Gen aus L. plantarum bietet alle Vorteile, die auch von lacZ bekannt sind und kommt auch bei
anderen Mikroorganismen wie Saccharopolyspora erythraea als Reportergen zum Einsatz

(Post und Luebke 2005). Analog zum Nachweis von B-Galaktosidase sind auch Chemikalien
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zur quantitativen (a-PNPG) und qualitativen (Blau-Weiss-Screening mit a-X-Gal) Analyse der
a-Galaktosidase Aktivitdt kduflich erhdltlich. Die durch ein erstes Screening bestétigte
Tatsache, dass zahlreiche Milchsdurebakterien zwar B-Galaktosidase Aktivitét, aber keine a-
Galaktosidase Aktivitit besitzen, ist eine wichtige Voraussetzung fiir den Einsatz von melA als
Reportergen in diesen Bakterien. Aufgrund der nahen Verwandtschaft von L. sanfranciscensis
und L. plantarum sind im Gegensatz zu Genen aus dem phylogenetisch weniger verwandten
E. coli keine Probleme mit dem ,,codon usage* zu erwarten. In Kombination mit dem fiir E.coli
und verschiedene Milchsdurebakterien geeigneten Shuttlevektor pLP3537 (Posno et al. 1991)
und dessen hohe Transformationseffizienz, ist der Einsatz des entwickelten Systems fiir
verschiedene Bakterien moglich.

Durch den Einbau des Transkriptionsterminators aus dem Maltose-Operon von
L. sanfranciscensis vor das melA Reportergen wird eine Transkription von melA durch andere
Promotoren auf dem Plasmid pSH85350 verhindert. Das melA Gen aus L. plantarum wurde
dabei inklusive dem an seinem Ende natiirlich vorhandenen rho-unabhingigen Terminator
amplifiziert, um so ein ,,Durchlesen von dahinter liegenden Genen zu vermeiden. Ein Einfluss
auf Transkription oder Translation von melA und somit auf die letztlich gemessene MelA-
Aktivitdt wird so minimiert. Eine Besonderheit dieses Systems besteht bei der Integration der
zu testenden Promotorsequenzen. Die Schnittstellen wurden so gewihlt, dass die Insertion nach
dem ATG-Startkodon erfolgt und die jeweilige Promotorsequenz so zu 100% erhalten bleibt.
Bei den meisten Reportersystemen werden die fiir die Insertion bendtigten Schnittstellen oft an
die Sequenz vor dem Startkodon angehingt und somit diese potentiell sensible Sequenz
verdndert. Durch Eingriffe in die Promotorsequenz (z.B. verdnderter Abstand oder verdnderte
Sequenz zwischen Ribosomenbindestelle und Startkodon) konnen Auswirkungen auf die
Expression des Reportergens nicht ausgeschlossen werden. Die Insertion nach dem Startkodon
des Reportergens hatte zur Folge, dass die beiden ersten Tripletts von melA verdndert wurden
(L, ATGGCAGTA* zu ,,ATGGCCGGC*). Dies fiihrte aber lediglich zum Austausch der dritten
Aminoséure (,,Met-Ala-Val“ zu ,,Met-Ala-Gly*). Ein negativer Einfluss auf die Enzymaktivitit
von MelA war dadurch nicht zu erwarten und konnte auch nicht beobachtet werden. Auf diese
Weise ist die Untersuchung der realen, absolut unverdnderten Promotorsequenzen ohne
Bildung von Artefakten unter den verschiedenen Stressbedingungen moglich.

Vor dem Finsatz des Reportersystems musste es mit Hilfe eines gut charakterisierten
Promotors validiert werden. Eine detaillierte Analyse des dnaK-Promotors erfolgt in Kapitel
4.6.3.6. Es ist bekannt, dass die Transkription des dnaK-Operons bei zahlreichen Bakterien

nicht nur durch Hitze-, sondern auch durch Salzstress induziert wird (Kilstrup 1997, Laport
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2004, Ventura 2005). Der Aufbau des dnaK-Operons aus L. sanfranciscensis (hrcA-grpE-
dnaK-dnal) ist sehr dhnlich zu dem von anderen Milchsdurebakterien und auch zu dem von
Gram negativen Bakterien (Segal und Ron 1996, Laport et al. 2004, Schmidt etal. 1999,
Ventura et al. 2005, Weng et al. 2001). Auch die Transkription von vier vergleichbar groflen
mRNAs konnte bereits in anderen Milchsdurebakterien mit einer fiir dnaK spezifischen Sonde
im Northern Blot beobachtet werden (Laport etal. 2004). Das mit ca. 4900 nt ldngste
Transkript entspricht dabei dem gesamten Operon. Das 3600 nt gro3e Transkript umfasst die
Gene hrcA bis dnaK, wihrend das ndchst kleinere Transkript mit ca. 2500 nt aus den beiden
Genen grpE und dnaK besteht. Das dnaK Gen alleine entspricht schlieBlich dem mit 1900 nt
kleinstem Transkript.

Durch die gerichtete und korrekte Insertion des dnaK-Promotors in den Vektor pSH85350 und
der Transformation des resultierenden Vektors pSH85351 ist eine erste funktionelle Synthese
von MelA in E. coli und in L. sanfranciscensis moglich. Nach Herstellung eines Zellextraktes
aus dem transformierten L. sanfranciscensis Stamm konnten die optimalen Bedingungen fiir
den Enzymtest erarbeitet werden. Die Untersuchungen zeigten, dass bei einem leicht sauren
pH-Wert von 5,3 und bei einer Temperatur von 32°C das Enzym MelA seine Optima besitzt.
Dies entspricht den Erwartungen und liegt im Bereich der Wachstumsoptima sowohl von
L. plantarum, als auch von L. sanfranciscensis. Allerdings scheint das Enzym gegeniiber hohen
Temperaturen sehr empfindlich zu sein. Selbst eine kurzzeitige Inkubation bei 40°C schadigt
MelA irreversibel. Dabei spielt es keine Rolle, ob die lebenden Zellen oder der Zellextrakt
diesen Temperaturen ausgesetzt wird. Aus diesem Grund miissen bei der Herstellung des
Rohextraktes Hitzeentwicklungen durch Ultraschall vermieden und die Arbeiten daher immer
auf Eis durchgefiihrt werden. Experimente mit Hitzestress sind mit diesem Reportersystem
daher nicht moglich.

Im nichsten Schritt sollten die Ergebnisse aus den molekularbiologischen Analysen mit den
Resultaten aus den proteinchemischen Versuchen verglichen werden. Mit zunehmenden
Salzkonzentrationen von 0,25M bis 1,5M NaCl im Medium war cine abnehmende
Wachstumsgeschwindigkeit von L. sanfranciscensis zu beobachten, die auf eine steigende
Stresssituation fiir diesen Organismus hindeutet. Zeitgleich stieg die relative MelA-Aktivitit,
was einer zunehmenden MelA-Konzentration in den Zellen gleichkommt. Derselbe Effekt war
mittels Northern Blot zu beobachten. Mit steigenden Salzkonzentrationen im Medium stieg im
Vergleich zur konstitutiv exprimierten 16S rRNA sowohl die Expression des dnaK-Operons im
Wildtyp, als auch die melA Expression im transformierten Stamm. Der Anstieg war in beiden

Féllen identisch und verlief parallel zu dem der MelA Enzymaktivitdt. Die Aktivitdtsdnderung



Diskussion 163

des dnaK-Promotors kann in Abhdngigkeit der Stressintensitét also entweder auf RNA / DNA-
Ebene mittels Northern Blot, oder auf Protein/Enzym-Ebene mittels MelA-Enzymtest
gemessen werden. Das Reportersystem ist somit geeignet, die relative Verdnderung der
Promotoraktivitit bei verschiedenen Salzkonzentrationen zuverléssig zu verfolgen.

Obwohl dnaK und das melA Reportergen den identischen dnaK-Promotor besitzen, ist die
Expression der melA mRNA deutlich hoher. Dieser Effekt ist auf die Kopienzahl der Gene
zuriickzufiihren. Wihrend das dnaK-Operon in der Regel nur einmal auf dem Chromosom
lokalisiert ist, befindet sich das melA Gen auf einem Vektor mit einer berechneten Kopienzahl
von ca. 110. Die Kopienzahl dndert sich auch nach Inkubation fiir mehrere Stunden unter
verschiedenen Stressbedingungen (Salz, Hitze, Kélte, Hochdruck) nicht signifikant.

Da die absoluten Werte der MelA Aktivititen stark von der Zelldichte der exponentiellen
Kultur abhéngig sind und bei einer ODgg von 0,3 bis 0,5 zwischen 450 und 1000 Miller-Units
schwanken, ist eine quantitative Analyse der Promotoraktivitit mit dem Reportersystem
allerdings nicht moglich. Daher sollten fiir die relativen Messungen immer nur eine
Ausgangskultur verwendet werden. Nach Aufteilung in einzelne Subkulturen kénnen diese
dann unter den verschiedenen Stressbedingungen inkubiert werden. Im anschlieBenden
Vergleich der MelA-Aktivititen mit einer Kontrolle konnten die Verdnderungen der
Promotoraktivitit bzw. die Induktions- und Repressionsfaktoren einzelner Promotoren in
Abhingigkeit der Umweltbedingungen bestimmt werden.

Auf diese Weise wurde im Rahmen der Entwicklung und Etablierung des neuen
Reportergensystems fiir L. sanfranciscensis gleichzeitig auch die Sequenz des dnaK-Operons
vervollstindigt, sowie dessen Expressionsprofil und dessen Regulation unter NaCl-Stress
aufgeklart. Die Verwendung des Reportersystems zur Charakterisierung weiterer Promotoren
und die Einsatzmdglichkeiten des Systems fiir andere Stressarten werden in den weiteren

Kapiteln gezeigt.

4.6.2 Etablierung der RealTime PCR fiir L. sanfranciscensis

In den letzten Jahren entwickelten sich die Methoden und der Einsatzbereich der PCR immer
weiter. Reverse Transkription, gefolgt von der quantitativen RealTime PCR (RT-PCR) stellt
dabei eine duBerst sensitive Methode mit einem gleichzeitig sehr hohen dynamischen Bereich
zur Quantifizierung von RNA dar. So ist die LightCycler® Technologie fiir die Analyse der
Transkription aller Arten von Zellen anwendbar und ersetzt in vielen Féllen bereits weniger
sensitive und aufwendigere Methoden wie Northern Blot Analysen, RNase Protection Assays

oder die quantitative, ,,competitive PCR*. Bei der RT-PCR ist sowohl eine absolute, als auch
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eine relative Quantifizierung der Transkription unter Verwendung von internen oder externen
Standards moglich (Vandecasteele et al. 2001 und 2002, Ball et al. 2003).

Um die Promotoraktivitit eines bestimmten Gens in einem speziellen Organismus und somit
die Transkription dieses Gens in Abhédngigkeit verschiedener Umweltbedingungen zu
untersuchen, wird die relative Quantifizierung im Vergleich zu einem konstant exprimierten
Referenzgen empfohlen (Roche Molecular Biochemicals, Technial note no. LC 10/2000,
Mannheim). Fiir das als ,,Housekeeping-Gen* bezeichnete Referenzgen muss gezeigt werden,
dass es unter den untersuchten Umweltbedingungen konstitutiv exprimiert wird. Wird dies fiir
eine bestimmte Inkubationsbedingung nachgewiesen und sind geeignete Primer zur
spezifischen Detektion dieses Gens vorhanden, kann es als Referenzgen fiir die
Quantifizierung der Transkriptionsrate jeden anderen Gens bei diesen Bedingungen und in
diesem Organismus eingesetzt werden. Die Etablierung solcher Referenzgene ist aufwendig
und eine konstitutive Expression nicht immer leicht nachweisbar.

Wihrend bei Eukaryoten einige Gene wie z. B. das Gen fiir B-Aktin, B-2-Mikroglobulin,
Glycerinaldehyd-3-P-Dehydrogenase oder fiir die 18S und 28S rRNA in vielen Féllen fiir eine
Anwendung als ,,Housekeeping-Gen* etabliert sind (Thellin etal. 1999, Schmittgen und
Zakrajsek 2000, Dheda etal. 2004), existiert fiir Bakterien bisher noch kein universell
einsetzbares ,,Housekeeping-Gen“. Vandecasteele etal. Haben (2001) den Metabolismus
moglicher ,,Housekeeping-Gene bei S.epidermidis als stark dynamischen Prozess
beschrieben, der geeignet ist sehr schnell auf verschiedenste Umweltbedingungen zu
reagieren. Aufgrund dieser Tatsache ist es fraglich, ob auch fiir Bakterien &hnlich breit
anwendbare Referenzgene etabliert werden konnen. Untersuchungen der Gene gyr (Gyrase),
gmk (Guanylat-Kinase), tpi (Triosephosphat-Isomerase) oder hsp60 (Hitzeschockprotein 60)
aus verschiedenen Bakterien (Vandecasteele et al. 2001, Goerke et al. 2001, Eleaume und
Jabbouri 2004) zeigten, dass sie als Referenzgene nur fiir limitierte Anwendungen brauchbar
sind. Savli et al. (2003) fiihrten dhnliche Untersuchungen fiir P. aeruginosa durch. In einigen
Studien wurde die ribosomale RNA (16S oder 23S rRNA) als Referenz fiir die RT-PCR
eingesetzt (Tonon 2001, Spano etal. 2004 und 2005). Bei Zellen von S.epidermidis,
S. aureus oder E. coli, die von der exponentiellen in die stationdre Phase iibergehen, setzt die
Abnahme der 16S rRNA im Vergleich zu anderen moglichen ,,Housekeeping-Genen* deutlich
frither ein (Nomura et al. 1984, Vandecasteele et al. 2001, Eleaume und Jabbouri 2004). Die
nicht konstitutive Expression unter suboptimalen Wachstumsbedingungen macht eine
Verwendung der 16S rRNA daher hochstens fiir Zellen in der stationdren Phase

empfehlenswert, in der kein Wechsel von der exponentiellen in die stationire Phase stattfindet
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(Eleaume und Jabbouri 2004). Ein weiterer Nachteil von ribosomaler RNA ist die hohe
Kopienzahl in exponentiell wachsenden Zellen (Nomura 1984, Vandecasteele et al. 2001).
Eine hohe Differenz zwischen der Kopienzahl des Referenzgens und der des zu
untersuchenden Gens ist problematisch und kann zur Messung von Artefakten fiihren.

Aus diesem Grund muss fiir Versuche mit L. sanfranciscensis fiir jedes RT-PCR Experiment
unter verschiedenen Stressbedingungen ein geeignetes Referenzgen etabliert werden, das
unter den jeweiligen Stressbedingungen konstitutiv exprimiert wird.

Nach Auswertung der Microarray-Analyse (Pavlovic 2006) konnte ein Gen fiir eine
Phosphoketolase xpk aus L. sanfranciscensis identifiziert werden, dessen Expression unter
Hochdruck nicht verdndert ist. Phosphoketolase ist ein zentrales Enzym im Phosphoketolase-
Stoffwechselweg heterofermentativer und fakultativ homofermentativer Milchsdurebakterien,
das bereits gut charakterisiert ist und auch in einigen anderen Bakterien vorkommt (Goldberg
et al. 1966, Meile et al. 2001, Posthuma et al. 2002).

Aufgrund dieser Analyse wurde Xpk zur Eignung als Referenzgen ausgewéhlt und getestet.
Zunidchst wurde mittels Southern-Blot Analyse gezeigt, dass nur eine Kopie des xpk Gens im
Genom von L. sanfranciscensis vorhanden ist und auch keine Pseudogene nachweisbar sind.
Die Northern-Blot Analyse ergab, dass im Gegensatz zu dnaK die Expression des xpk-Gens
bei Hitze-, Kélte-, Salz- oder Hochdruckstress konstitutiv ist und die mRNA Menge von xpk
keine Verdnderungen zeigt. Im Vergleich zur ebenfalls gleich bleibenden Menge der
16S rRNA wurde deutlich, dass die Kopienzahl der xpk mRNA um ein Vielfaches niedriger
ist und eher im GroBenbereich der Kopienzahl von dnaK liegt.

So wurde gezeigt, dass Xpk alle Anforderungen an ein Referenzgen fiir die RT-PCR erfiillt: Im
Genom von L. sanfranciscensis ist nur eine Kopie des xpk Gens vorhanden ist. Pseudogene
sind nicht nachweisbar. Die Transkription von xpk wird unter Hitze-, Kélte-, Hochdruck- und
Salzstress nachweislich nicht beeinflusst und die mRNA Konzentration von xpk ist deutlich
niedriger als die der 16S rRNA. Diese Eigenschaften machen fiir L. sanfranciscensis das Gen
xpk zum idealen Referenzgen fiir die relative Quantifizierung der Transkription mittels RT-
PCR. So kann fiir jedes beliebige Gen aus diesem Organismus die Verdnderung der
Transkription bzw. die Analyse der Promotoraktivitit unter den genannten Stressbedingungen

untersucht werden.

4.6.3 Charakterisierung ausgewihlter Promotorsequenzen

Nach Etablierung der beiden Methoden zur Analyse von Promotoraktivititen mittels
Reportergenassay und RT-PCR konnten anschlieBend ausgewihlte Promotorsequenzen

untersucht und charakterisiert werden. Wie ecinleitend bereits erwidhnt, besitzt die
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Bakterienzelle zur Regulation der Genexpression verschiedenste Mechanismen. Die
Regulation lduft dabei auf mehreren Ebenen wihrend der Transkription und Translation ab, so
dass ein Feintuning der Genexpression in Abhdngigkeit des Lebenszyklus und der jeweiligen
Umweltbedingungen moglich ist. Der wichtigste Schritt der Genregulation bei Bakterien
basiert dabei auf dem komplexen und regulierten Vorgang der Transkriptionsinitiation bei der
die DNA abhidngige RNA-Polymerase (RNAP) das Schliisselenzym darstellt (Browning und
Busby 2004). Das RNAP ,,Core-Enzym* setzt sich aus mehreren Untereinheiten zusammen
und bildet die katalytische Maschinerie zur Synthese von mRNA. Das ,,Core Enzym® ist
alleine allerdings nicht in der Lage an einen Promotor zu binden. Daher wird in allen Féllen
ein spezifischer Sigma-Faktor (c-Faktor) benotigt, der zusammen mit RNAP das sogenannte
»RNAP-Holo-Enzym* bildet. Die verschiedenen c-Faktoren bilden zusammen eine Familie
relativ kleiner Proteine, die zur Erkennung der jeweiligen Promotorsequenzen durch die
RNAP benotigt werden. Neben den so genannten ,housekeeping™ o-Faktoren zur
konstitutiven Expression (6’° bei Gram negativen, bzw. ¢ bei Gram positiven Bakterien)
besitzen alle Bakterien unterschiedliche Anzahlen alternativer o-Faktoren, die zur Expression
von Genen mit alternativen Promotorsequenzen bendtigt werden. So besitzt z.B. B. subtilis
die alternativen o-Faktoren ¢° zur generellen Stressantwort, o, o, o, 6% und o zur
Expression von Genen, die essentiell fiir die verschiedenen Phasen der Sporulation sind, ¢°
fiir die Expression von Genen in der stationiren Phase, " zur Expression fiir Gene zur
Chemotaxis und Synthese von Flagellen und eine Reihe weiterer o-Faktoren (weitere
Einzelheiten siche Reviews von Haldenwang 1995, Wosten 1998, Guedon et al. 2001, Gruber
und Gross 2003). Dabei ist jeder o-Faktor flir die Bindung der RNAP an eine spezifische
Promotorsequenz zustidndig und kontrolliert so spezielle Regulons, die bei bestimmten
Umweltbedingungen aktiviert werden. Je héher dabei die Ubereinstimmung der jeweiligen
Promotorsequenz mit der fiir den jeweiligen o-Faktor spezifischen Konsensus-Sequenz ist,
desto ,,stirker ist der Promotor und desto hoher ist die Genexpression. So besteht bei E. coli
der o’’-Faktor bzw. bei Gram positiven Bakterien der o”-Faktor aus vier verschiedenen
Bereichen und mehreren Unterbereichen, die zur Bindung spezieller Regionen auf den
Promotorsequenzen bendtigt werden. Neben einer -35-Region mit der Konsensus-Sequenz
»IT TGACA* erkennt dieser o-Faktor auch eine -10-Regio mit der Konsensus-Sequenz
»TATAAT*. Die Benennung der Regionen richtet sich nach dem Abstand des stromaufwirts
liegenden Transkriptionsstartpunkts (+1). Bei Milchsdurebakterien und anderen Gram
positiven Bakterien ist dariiber hinaus in vielen Féllen ein ,,TGN*“-Motiv unmittelbar vor der -

10-Region als so genannte erweiterte -10-Region konserviert , TGNTATAAT“ (N=A, C, G
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oder T) (Jensen und Hammer 1998, Guedon et al. 2001). Die anderen o-Faktoren erkennen
die fiir sie spezifischen Promotorsequenzen, so dass in Abhidngigkeit der in der Zelle
vorhandenen Konzentrationen an o-Faktoren eine spezifische und auf die Umwelt angepasste
Genexpression bestimmter Regulons stattfinden kann.

Die Genexpression wird aber nicht nur durch die verschiedenen o-Faktoren, sondern auch
durch unterschiedlichste Transkriptionsaktivatoren und —repressoren reguliert, die wiederum
spezifische Promotorsequenzen erkennen und an diese binden. Wihrend Aktivatoren in der
Regel an DNA Bereiche zwischen den Positionen -30 und -80 binden, besitzen Repressoren
ihre Bindestellen eher in den Bereichen, die mit den Bindestellen der RNA-Polymerase
iberlappen (-40 bis +5) (Perez-Martin et al. 1994, Wosten 1998). Transkriptionsregulatoren
miissen aber nicht immer direkt an einen Promotor binden. Sie konnen auch als einfache
Molekiile wie zyclisches AMP (cAMP), PRPP (5-Phosphoribosyl-1-Pyrophosphat) oder
ppGpp (Guanosin-3,5"-bisphosphat) indirekt durch z.B. Interaktion mit der RNAP die
Genexpression verschiedener Regulons positiv und negativ beeinflussen (Details sieche
Reviews von Wosten 1998, Guedon etal. 2001, Gruber und Gross 2003, Browning und
Busby 2004).

SchlieBlich kann die Stirke eines Promotors auch durch DNA-Motive im Promotor
beeinflusst werden, die nicht mit dem o-Faktor, sondern direkt mit der RNA-Polymerase
interagieren. So kann z.B. ein so genanntes UP-Element direkt an die o-Untereinheit der
RNAP binden und so die ,,Stirke” des Promotors direkt erhohen. UP-Elemente sind
Komponenten bakterieller Promotoren, die stromaufwirts der -35-Sequenz, meist zwischen -
40 und -60 lokalisiert sind und aus einer an Adenin und Thymidin reichen Sequenz bestehen
(Ross etal. 1993, Perez-Martin 1994, Estrem et al. 1998, Kriiger und Hecker 1998). Die
Konsensussequenz besteht aus ,,AAA(A/T)(A/T)T(A/T)TTTTNNAAAA®, die in dhnlicher
Zusammensetzung auch bei Lactobacillus und Lactococcus identifiziert werden konnte
(McCracken et al. 2000). Die Ubereinstimmung mit der Konsensussequenz ist dabei in den
meisten Féllen nicht immer absolut identisch. Auch das Vorhandensein von Guanin und
Cytosin im UP-Element ist moglich (McCracken et al. 2000). So ist fiir E. coli z.B. auch ein
UP-Element mit der Sequenz ,,AATGTTTTA* beschrieben (Lacour et al. 2003).

Bei den verschiedenen Sequenzmotiven, die die Genexpression beeinflussen, spielen aber
nicht nur die spezifischen Sequenzen der DNA-Motive eine entscheidende Rolle, sondern
auch der exakte Abstand zwischen den einzelnen Motiven ist von groBer Bedeutung. Bei zu
groBBem oder zu kleinem Abstand der Motive ist eine Bindung des entsprechenden o-Faktors

nicht optimal und die Promotorstirke kann dadurch verdndert werden. Auf diese Weise
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beeinflussen diese ,,Spacer-Regionen* direkt die Stirke eines Promotors und ermdglichen der
Zelle somit ein ,,Feintuning* der Genexpression (Jensen und Hammer 1998).

SchlieBlich ist auch die so genannte Shine-Dalgarno (SD) Sequenz fester Bestandteil eines
Promotors. Die auch als Ribosomenbindestelle (RBS) bezeichnete Sequenz hat zwar keinen
direkten Einfluss auf die Transkription, ist aber fiir die Bindung der Ribosomen an die mRNA
und somit fiir eine effiziente Translation verantwortlich und so maligebend an der
Genexpression beteiligt (Kuriki 1990). Fiir die Bindung des Ribosoms an die RBS ist ein an
Adenin und Guanin reicher Sequenzabschnitt auf dem Promotor im Abstand von 3 bp bis 8 bp
vor dem ATG-Startkodon optimal. Eine mogliche Konsensussequenz ,, GAGGAA(N3.6)ATG*
ist von Kuriki (1990) beschrieben.

Weitere, fiir bakterielle Promotoren spezifische Sequenzen werden in den nachfolgenden

Kapiteln im Rahmen der Charakterisierung der einzelnen Promotoren beschrieben.

4.6.3.1 rbsK / rpi Promotor

In der Proteomanalyse dieser Arbeit wurde gezeigt, dass unter subletalem Hochdruck die
Konzentration des Proteins RbsK / Rpi bei L. sanfranciscensis am stirksten zunimmt. Die
Transkriptionsanalyse (Pavlovic 2006) und die Northern-Blot Analyse zeigten, dass auch das
entsprechende Gen eines der unter Hochdruck am stirksten induzierten Gene ist und einen
vergleichbaren Induktionsfaktor wie das Protein besitzt. Aber nicht nur unter Hochdruck,
sondern auch unter anderen Stressbedingungen (Salz-, Kélte-, Sdure- und Hungerstress)
waren die Menge sowohl des Proteins, als auch des Gens signifikant erhoht, was eine
Regulation auf Ebene der Transkription wahrscheinlich macht. Trotz des fiir ein klassisches
Stressprotein typischen Expressionsprofils, sind in der Promotorsequenz keine eindeutigen
Merkmale fiir Promotoren von Stressgenen vorhanden.

So zdhlt das Gen nicht zur Klasse I der Stressgene, die durch den HrcA-Repressor kontrolliert
werden und dazu eine spezifische Bindestelle mit der Sequenz ,,TTAGCACTC-No-
GAGTGCTAA® im Promotor besitzen (Hecker etal. 1996, Guedon et al. 2001). Das Gen
besitzt auch keinen auf den ersten Blick erkennbaren c"-abhingigen Promotor mit der
Konsensussequenz ,,G(A/T)TT(A/G)A-N2.14-GGGTAT*, so dass das rbsK/rpi-Gen auch
nicht zur Klasse II der Stressgene gezdhlt werden kann (Hecker etal. 1996). Klasse III
Stressgene zeichnen sich dadurch aus, dass sie von einem CtsR-Repressor (Class three stress
gene Repressor) reguliert werden. Allerdings ist in der rbsK / rpi Promotorsequenz auch keine
typische CtsR-Bindestelle mit der konservierten Sequenz ,,RGTCARANWNRGTCAAA®
vorhanden (Derre etal. 2000, Guedon etal. 2001). Aus diesem Grund muss das Gen
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wahrscheinlich zur Klasse IV der Stressgene zugerechnet werden, die sich durch eine bisher
unbekannte, alternative Regulation der Genexpression auszeichnen (Chastanet et al. 2001).

Analysiert man die Promotorsequenz genauer, so sind im Vergleich zu anderen Promotoren
einige Besonderheiten zu entdecken. Neben einer typischen RBS mit der Sequenz
.GAGGAGG* 8 bp vor dem ATG-Startkodon kann auch eine fiir 6*-abhéngige Promotoren
typische -10-Region mit der konservierten Sequenz ,,TATAAT®“ gefunden werden. Die
zugehorige -35-Region im Abstand von 16 bp besitzt demzufolge die Sequenz ,,CTTACA®.
Die Abweichungen von der ,,TTGACA® Konsensussequenz ist fiir Milchsdurebakterien nicht
ungewoOhnlich. Auffillig sind die AT-reichen Regionen oberhalb der moglichen
Promotorsequenz, die selbst fiir Gram positive Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt untypisch
sind. Es ist denkbar, dass diese Abschnitte als UP-Elemente wirken. Das Vorkommen von
mehr als einem mdoglichen UP-Element kann eventuell darauf zuriickzufiihren sein, dass das
Gen unter der Kontrolle von mehr als nur einem Promotor steht. Dies ist keineswegs
ungewoOhnlich und wurde bei B. subtilis schon fiir eine Reihe von Genen beschrieben, die
sowohl von ¢ als auch von ¢ abhingigen Promotoren reguliert werden (Bernhardt et al.
1997, Gerth etal. 1998 und 2004, Price et al. 2001, Rollenhagen et al. 2003). Bei genauer
Analyse lassen sich auch innerhalb der rbsk / rpi Promotorsequenz neben dem o” abhingigen
Promotor noch mégliche o®
Konsensussequenz ,,G(A/T)TT(A/G)A-Ni2.14-G(T/G)GTAT* identifizieren. So iiberlappt die
erste mogliche Sequenz ,,GCTTAC-N3- CGTTAT* mit dem i abhingigen Promotor. Eine
zweite mogliche Sequenz ,,CTTTAA-N;4-GGGCCA* kann 6 bp unterhalb eines mdglichen

abhéngige Promotoren mit teilweiser Abweichung von der

UP-Elements identifiziert werden. Deutlich oberhalb der ersten beiden Sequenzen befindet
sich eine dritte mdgliche Sequenz ,,GCCTAA-N;s-GTGTAT®“. Auch wenn die
Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz aus B. subtilis nicht optimal sind, kénnen
signifikante Ahnlichkeiten gefunden werden. Auch fiir L. monocytogenes, B. cereus und
S.aureus sind dhnliche Abweichungen fiir verschiedene o°

beschrieben (Cetin et al. 2004, van Schaik et al. 2004, Gertz et al. 2000).

abhéngige Promotoren

Die starke Induktion des Gens bei Kéiltestress kann unter Umsténden auf das Vorhandensein
so genannter ,,Y-Box*“ Motive zuriickzufiihren sein. Dieses Motiv ist sowohl bei Bakterien,
als auch bei Eukaryoten sehr stark konserviert und besitzt die Konsensussequenz ,,ATTGG*
(Kohno etal. 2003). Die Orientierung spielt dabei keine Rolle. Bei Milchsdurebakterien
befindet sich diese Sequenz in den Promotorregionen verschiedener Kilteschockproteine vor
allem zwischen der -35-Region und der -10-Region (Mayo et al. 1997, Skinner und Trempy

2001). Bei L. lactis sind zwei ,,Y-Boxen* fiir den clpX Promotor beschrieben, von denen eine
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mit der Sequenz ,,TTTGG* in einem Nukleotid von der Konsensussequenz abweicht (Skinner
und Trempy 2001). In der rbsK / rpi Promotorsequenz von L. sanfranciscensis sind vor allem
im Bereich der postulierten ¢” abhingigen Promotorsequenzen mehrere mégliche ,,Y-Box*
Motive vorhanden. ,,ATTGC*“ und ,ATTGA“ im Bereich der ersten und ,, GGTTA®,
»CCAAA*“ und ,,CCAAA* im Bereich des zweiten moglichen o° abhédngigen Promotors. In
diesem Zusammenhang sollten auch die auffallend vielen ,,CAAA* und ,,GTTTT* Motive
erwidhnt werden, die innerhalb der analysierten Promotorsequenz achtmal, bzw. viermal
vorhanden sind und fiir die eine mogliche Funktion nicht ausgeschlossen werden kann.

Insgesamt sind in der Promotorregion von rbsK /rpi aber nur wenige bisher bekannte und
charakterisierte Sequenzmotive zu finden. Dafiir sind {iberdurchschnittlich viele mdgliche
Sequenzen und Motive vorhanden, die Bindestellen fiir Transkriptionsregulatoren darstellen
konnten. Auch die vielen ,,AT*“-reichen Abschnitte sind fiir diese Promotorsequenz auffallig.
Aufgrund der Anzahl mdglicher Promotorsequenzen konnen keine exakten Aussagen zur
Regulation dieses Gens getroffen werden. Die Expression unter den verschiedenen
Stressbedingungen ist aber unter Umsténden auf mogliche ¢” abhingige Promotorsequenzen

im Zusammenspiel mit spezifischen Transkriptionsregulatoren zuriickzufiihren.

4.6.3.2 mdh Promotor

Auch fiir diese Promotorregion konnte eine klassische RBS mit der Sequenz ,, GAGGAGA*
6 bp vor dem ATG-Startkodon identifiziert werden. 12 bp oberhalb befindet sich ein
mogliches ¢" abhingiges Promotormotiv (-35-Region und -10-Region) ,,TTGTTA-No-
TATATA®. Weiter stromaufwirts zu dieser Sequenz finden sich trotz komplementéirer
Orientierung auch wieder mehrere ,,CAAA“ Motive, die auch schon in der rbsK/rpi
Promotorregion auffillig oft vorhanden waren. Oberhalb davon ist ein zweiter potentieller *
abhingiger Promotor mit der Sequenz ,,TTGTCA-N;,-TATAAC* vorhanden.

Da es sich bei dieser Sequenz um die komplementire Sequenz der rbsK / rpi Promotorregion
handelt, sind natiirlich auch hier die AT-reichen Regionen, die als UP-Elemente dienen
konnten vorhanden. Aufgrund der Tatsache, dass neben der Sequenz auch immer der Abstand
der einzelnen Motive zueinander eine wichtige Rolle spielt, kann die Bedeutung dieser
Sequenzen in den beiden Promotoren aber komplett verschieden sein. Gleiches gilt fiir die
zahlreichen ,,Y-Box“-Motive, die unabhédngig von ihrer Orientierung als DNA-Bindestelle
dienen konnten und wie die anderen fiir den rbsK/rpi Promotor beschriebenen
Sequenzmotive in komplementdrer Form vorliegen. Allerdings sind die Motive, die beim

rbsK / rpi Promotor relativ nah am Transkriptionsstartpunkt sind, nun entsprechend weit vom
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Transkriptionsstartpunkt des mdh Gens entfernt und umgekehrt. Ein Einfluss der ,,Y-Box*

Motive an der Regulation dieses Gens ist daher weniger wahrscheinlich. Die komplementére

Anordnung einer Promotorregion kann wie bereits erwédhnt signifikante Unterschiede

beziiglich deren Aktivitdt zur Folge haben. Nur so ist auch zu erkldren, dass der mdh-

Promotor unter den getesteten Stressbedingungen (Hochdruck, Kélte, Salz) im Gegensatz zum

rbskK / rpi Promotor nicht induziert wird und auch die allgemeine Promotoraktivitit deutlich

niedriger als die Aktivitdt der komplementédren Promotorsequenz ist.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die Orientierung des Promotors fiir dessen
Aktivitdt absolut essentiell ist. Die Insertion einer Promotorsequenz alleine hat somit noch
keine Auswirkung auf die Regulation des nachfolgenden Gens. Aulerdem wurde deutlich, dass
ein und derselbe Sequenzabschnitt fiir zwei entgegengesetzt orientierte Promotoren kodieren
kann, deren Aktivititen komplett unterschiedlich reguliert werden. Auch die Stirke des
Promotors ist von der Orientierung der Sequenz abhédngig. So ist die Promotorstirke des mdh-

Promotors deutlich schwicher als die des rbsK / rpi Promotors.

4.6.3.3 clpL Promotor

Die Expression des clpL Gens ist wie die des rbsK/rpi Gens unter Hochdruck-, Salz-, Kilte-
und Hungerstress induziert. Auch die Promotorregion dieses Gens besitzt 8 bp vor dem ATG-
Startkodon eine mogliche RBS mit der Sequenz ,,GGAAGAAGGA®. Wie fiir Clp-ATPasen
tiblich, zéhlt auch ClpL aus L. sanfranciscensis zur Klasse III der Stressgene und besitzt eine
fiir den CtsR-Repressor typische Bindestelle mit der Sequenz ,,TTTGACC-ATT-TTTGACT*
(Derre etal. 1999). Die Orientierung des wiederholten Heptanukleotids spielt dabei
anscheinend keine Rolle, da die Bindestelle in allen moglichen Varianten vor verschiedenen
Clp-ATPasen aus unterschiedlichen Bakterien identifiziert werden konnte. In der Regel liegt
die Bindestelle zwischen der -35-Region und der -10-Region oder aber stromabwérts davon
(Derre et al. 1999a, Chastanet et al. 2001, Chastanet und Msadek 2003). Im vorliegenden Fall
konnte eine konservierte -10-Region ,,TATAAT* nur unterhalb der CtsR-Bindestelle gefunden
werden. Darliber hinaus existierte im passenden Abstand dazu keine konservierte -35-Region.
In vielen Fillen bildet eines der Heptanukleotide der CtsR-Bindestelle die -35-Region
(,,TTGACC* oder ,,TTGACT*). Unter Umstidnden kommt hierfiir das erste Heptanukleotid der
CtsR-Bindestelle in Frage. Im Abstand von 15 bp befindet sich ein ,, TG-Motiv*, das einer
erweiterten, fiir Milchsdurebakterien typischen -10-Region entspricht. Die anschlieende
Sequenz ,,GCAAAT hat aber nur die letzten drei Basen mit der Sequenz ,,TATAAT"

gemeinsam. Eine weitere oder alternative Promotorregion konnte auch die oberhalb der CtsR-
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Bindestelle befindliche Sequenz ,,TTGTAT-N11-TAAATT* darstellen. Dafiir spricht auch die
am 5'-Ende vorhandene ,,AT*“-reiche Sequenz ,, TTTAAATATTTTTT®, die ein UP-Element
darstellen konnte.

Erst kiirzlich wurde die Promotorregion des clpL-Gens aus O. oeni analysiert (Varcamonti
etal. 2006). Hier ist die Anordnung dhnlich zu der von L. sanfranciscensis. 7 bp vor dem
ATG-Startkodon liegt eine Ribosomenbindestelle. Eine mogliche -35-Region und -10-Region
weichen zum einen stark von der Konsensussequenz ab und liegen zum anderen ebenfalls
hinter der CtsR-Bindestelle. Eine weitere Gemeinsamkeit besteht auch in der Induktion des
Promotors durch Kaltestress, was fiir Clp-ATPasen eher ungewdhnlich ist. Allerdings
unterscheiden sich die Gene der beiden Organismen hinsichtlich der Expression unter
Hitzestress. Wihrend die Expression von clpL aus O. oeni auch unter Hitze induziert ist,
konnte dies fiir L. sanfranciscensis nicht beobachtet werden.

SchlieBlich sind in der Promotorregion noch mdgliche ,,Y-Boxen® vorhanden. Ein der
Konsensussequenz entsprechendes ,,TAACC“-Motiv ist unterhalb der CtsR-Bindestelle
lokalisiert. Am 5’-Ende iiberlappt dieses Motiv unter Umstdnden mit einer weiteren ,,Y-Box*
in gleicher Orientierung (,TAACTAACC®). Eine weitere Sequenz, die eventuell zwei
entgegengesetzt orientierte und ineinander verschachtelte ,,Y-Boxen® ,,CTAATC* enthilt, liegt
unterhalb der konservierten -10-Region.

Letztendlich konnte aber fiir diese Promotorregion keine typische Promotorsequenz gefunden
werden. Mit Ausnahme der fiir Clp-ATPasen typischen CtsR-Bindestelle, die das clpL Gen als
Klasse III Stressgen klassifiziert, sind weitere Aussagen zu moglichen Promotormotiven nur
spekulativ. Es zeigte sich, dass die Induktionsfaktoren bei Hochdruck-, Kilte- und Salzstress
zwischen Gen- und Proteomebene vergleichbar sind. Dies ldsst eine Regulation auf Ebene der
Transkription iiber spezifische Promotorsequenzen vermuten. Insgesamt besitzt das clpL Gen
den stirksten in dieser Arbeit getesteten Promotor. Die MelA-Aktivititen liegen bei
Reportergen-Konstrukten mit diesem Promotor um das zwei- bis dreifache tiber Stimmen mit

einem rbsK / rpi Promotor.

4.6.3.4 clpX Promotor

Von der Promotorregion des clpX Gens ist bisher nur ein kleiner Abschnitt bekannt. Auch
wenn hier die Ribosomenbindestelle nicht so ausgeprégt vorliegt, ist davon auszugehen, dass
die ,,AGA* Sequenz 5 bp vor dem ATG-Startkodon als Bindestelle fiir Ribosomen dient. Eine
-35-Region und erweiterte -10-Region wird wahrscheinlich durch die Sequenz ,,TTGCAA-
Ni2-TG-N-TATAGT* dargestellt. Leichte Abweichungen von der Konsensussequenz sind fiir
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Milchsédurebakterien durchaus {iiblich. So ist zum Beispiel die zu ,,TATAGT* abgeédnderte
»TATAAT“-Box mit der -10-Region des durch Stress induzierbaren htrA-Gens aus
Lactobacillus helveticus identisch (Smeds et al. 1998). Auch bei O. oeni ist die entsprechende
Region des clpX Promotors zum Teil stark abweichend von der jeweiligen Konsensussequenz
(Guzzo et al. 2000).

Innerhalb der clpX Promotorregion wurde wie fiir Clp-ATPasen iiblich eine CtsR-Bindestelle
vermutet. Mit der Sequenz ,,TGTGGTA-N;-TTTGAGA* konnte zumindest eine &hnliche
Region gefunden werden. Diese Sequenz liegt dabei direkt auf der vermuteten -10-Region
und entspricht somit auch den Erwartungen fiir die Position dieser Bindestelle.

Weitere Aussagen zur Regulation und Promotorstirke konnten aufgrund der nur kurzen
bekannten Sequenz und fehlender weiterer Versuchsdaten noch nicht getroffen werden. Die
erwartete Zugehorigkeit zur Klasse III der Stressgene konnte aufgrund der wahrscheinlichen

CtsR-Bindestelle aber bestétigt werden.

4.6.3.5 ctsR-clpC Promotor

Das ctsR-cIpC Operon wurde sequenziert und charakterisiert, obwohl weder CtsR, noch ClpC
in der Proteomanalyse als durch Hochdruck beeinflusste Proteine gefunden wurden. Auch in
der Transkriptionsanalyse (Pavlovic 2006) wurde keines der beiden Gene als ein durch HHD
induziertes Gen identifiziert. Da Stressgene der Klasse III wie zum Beispiel clpL und clpX im
Zusammenhang mit subletaler Hochdruckbehandlung aber sehr wohl eine wichtige Rolle zu
spielen scheinen, lag es nahe, auch die Regulation des Gens zu analysieren, das den fiir
Klasse III Stressgene typischen Repressor kodiert. Auch die bei L. monocytogenes durch eine
Mutation im CtSR Gen zuriickzufiihrende Hochdruckresitenz (Karatzas et al. 2003) lies eine
nidhere Charakterisierung dieses Operons fiir L. sanfranciscensis lohnenswert erscheinen.

7bp vor dem ATG-Startkodon befindet sich mit der Sequenz ,,GAGA® eine mogliche
Ribosomenbindestelle des Operons. Zwischen den beiden Genen sind mit Ausnahme einer
zweiten Ribosomenbindestelle (,GAAAGAAGG®) vor dem clpC Gen keine weiteren
Promotorsequenzen. In der Promotorregion des Operons ist eine klassische ¢* abhingige
Promotorsequenz ,,TTGTCA-N;7-TATAAT* mit einem moglichen AT-reichen UP-Element
stromaufwirts lokalisiert. Aufgrund der zwischen -10-Region und RBS liegenden CtsR-
Bindestelle mit der stark konservierten Sequenz ,,AGTCAAC-ATT-AGTCAGA* dhnelt die
gesamte Region stark der Promotorsequenz des CtSR-clpC-Operons aus L. lactis (Varmanen
etal. 2000). Damit wurde gezeigt, dass das Operon wie bei zahlreichen anderen Gram

positiven Bakterien auch durch das eigene Genprodukt reguliert wird (Chastanet et al. 2003).
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Die zwei oberhalb der -35-Region auffilligen AT-reichen Sequenzen mit inversen
Wiederholungen von 7 bp und 19 bp getrennt durch die symmetrische Basenfolge ,,TTAATT*
sind zur Ausbildung rdumlicher Strukturen eines ,,stems® bzw.“stem-loops geeignet. Unter
Umstdnden dienen diese Sequenzen als Transkriptionsterminatoren stromaufwérts liegender
Gene. Dafiir spricht auch die auffallend GC-reiche Region oberhalb dieser Motive, die fiir
kodierende Abschnitte bei L. sanfranciscensis eher untypisch ist. Eine mogliche Rolle dieser
Region fiir die Expressionsregulation dieses Operons kann nicht ausgeschlossen werden.

Trotz offensichtlicher Gemeinsamkeiten bei der Genregulation iiber den CtsR-Repressor und
der daraus folgenden Zugehorigkeit zu den Stressgenen der Klasse III, muss die Expression
der Gene clpL, clpX und des ctsR-clpC-Operons noch auf eine andere Art reguliert werden.
Wihrend von den untersuchten Stressbedingungen nur Hitzestress die Expression des CtsR-
clpC-Operons induziert, ist es bei ClpX nur subletaler Hochdruck und bei clpL neben
Hochdruck auch noch Kilte-, Salz- und Hungerstress. Die Stirke des CtSR Promotors ist
verglichen mit dem clpL Promotor unter Standardbedingungen eher gering und mit der

Aktivitdt des mdh Promotors vergleichbar.

4.6.3.6 dnaK Promotor

Das dnaK-Operon ist ein in vielen verschiedenen Organismen stark konserviertes Operon, das
konstitutiv, aber auch unter unterschiedlichen Stressbedingungen verstirkt exprimiert wird.
Die Sequenz des Operons aus L. sanfranciscensis wurde in dieser Arbeit vervollstindigt und
die Expression im Rahmen der Etablierung des MelA-Reportergen-Systems, sowie wéhrend
der Etablierung von Xpk als Referenzgen fiir die RT-PCR ausfiihrlich charakterisiert. Die
Expression ist nicht nur unter Hitzestress, sondern auch durch Hochdruck-, Salz- und
Saurestress induziert.

Das dnaK Gen ist als generelles Stressgen bekannt und z&hlt bei Gram positiven Bakterien zur
Klasse I der Stressgene, die sich durch eine typische CIRCE-Bindestelle (controlling inverted
repeat of chaperone expression) fiir den HrcA-Repressor auszeichnen. Damit reguliert sich
das Operon durch sein eigenes HrcA Genprodukt (Zuber und Schumann 1994, Segal und Ron
1996). Die Konsensussequenz fiir diese Bindestelle ,, TTAGCACT(T/C)-N9-GAGTGCTAA*
ist stark konserviert und auch in der dnaK Promotorregion von L. sanfranciscensis zwischen
einer moglichen -10-Region und der RBS zu finden. Die potenticlle RBS ,,AGGAAG*
befindet sich dabei 8 bp vor dem ATG-Startkodon. Eine typische -35-Region und eine -10-
Region konnen durch die Sequenz ,,TTGACC-N,-TATAAA* dargestellt werden. In diesem
Fall stimmen die 4 Basenpaare ,,ATTC* direkt oberhalb der -35-Region mit einer typischen,
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bei L. lactis hdufig gefundenen Sequenz iiberein (Jensen und Hammer 1998). Noch weiter
stromaufwérts von der -35-Region liegen weitere auffillige Sequenzabschnitte. Neben der
invertierten Sequenzwiederholung ,,TTAAGCTTA®, die eine Stammstruktur bilden kann,
wurden auch in dieser Promotorregion wieder mehrere ,,AT“-reiche Sequenzabschnitte (z.B.
SAAAATATTTAT oder ,, TATTTTAAAAATAAT*) gefunden, die als UP-Elemente dienen
konnten. Dariiber hinaus sind auch zwei mogliche 6" abhingige Promotorsequenzen in dieser
Region vorhanden. Trotz einiger Abweichungen von der Konsensussequenz ,,AGGTTTTA-
Ni4.-GGTAAT* und GGGATGAA-NI12-ACGTAT* konnten diese Sequenzen alternative
Promotorregionen darstellen. Die Koexistenz von 6™ und ¢® abhingigen Promotorsequenzen
bei Stressgenen ist wie bereits erwdhnt nicht ungewdhnlich.

Auffallend innerhalb der Promotorregion von dnaK sind auch hier wieder zahlreiche
mogliche und zum Teil ineinander verschachtelte mogliche ,,Y-Box‘“-Motive (,,GGTTA-Nj-
GGTTT-TAACCAAA-Ns-GGTAA-N14.~AGTGGCTA-N27-ACTGGTAA-N;o-ATTGA-Ne-
TAAAC-N35-AATGGTT A-A-GCTTA- -35-Region®). Die Konsensussequenz fiir ,,Y-Box*“-
Motive ist ,, ATTGG" in allen moglichen Orientierungen (,,CCAAT*, ,,GGTTA®, ,,TAACC*).
Trotz kleinerer Abweichungen wie ,,GGTTT®, bzw. ,,CCAAA“ und andere Austausche
einzelner Basenpaare konnten die Sequenzmotive potentielle ,,Y-Boxen* darstellen.

Die Versuche mit dem Reportergensystem zeigten, dass der dnaK Promotor relativ stark ist.
In exponentiell wachsenden Zellen fiihrte der Promotor zu einer MelA Aktivitéit, die nur
knapp unter der Aktivitit des clpL Promotors liegt, der in dieser Arbeit den bisher stirksten
untersuchten Promotor darstellt. Eine denkbare Moglichkeit dafiir konnte die Beteiligung des
Expressionsaktivators CcpA sein. Erst seit kurzem ist bekannt, dass das urspriinglich als
Regulatorprotein fiir die Kohlenstoff Katabolit Repression in Gram positiven Bakterien
beschriebene CcpA als Transkriptionsaktivator fiir dnaK und groESL im nah verwandten
Mikroorganismus L. plantarum wirkt (Castaldo et al. 2006). Die Bindestelle fiir CcpA ist eine
so genannte ,.cre“-Sequenz (catabolite responsive element) mit der Konsensussequenz
»WWTGNAARCGNWWNCAWW® (W = A/T, R = A/G, N = A/G/C/T). Eine mogliche
»cre“-Sequenz von dnaK in L. plantarum liegt 74 bp vor der -35-Region und weicht teilweise
erheblich von der Konsensussequenz ab (,ATTGGGGGCGACGGTCAAT®). Fiir groESL
liegt die ,,cre“~-Sequenz 103 bp oberhalb der -35-Region. Auch diese Sequenz weicht von der
Konsensussequenz ab (,, ATTGGCGGCGATTAACCAT®). In der dnaK Promotorregion von
L. sanfranciscensis befindet sich eine mogliche ,,cre“-Sequenzen 101 bp vor der -35-Region
(LAATGCGTGATGAAGTCAA®). Eine Bindung dieses moglichen Transkriptionsaktivators
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konnte zumindest teilweise flir die insgesamt relativ hohe Promotorstirke von dnaK

verantwortlich sein.

4.6.3.7 groESL Promotor

Wie die Gene des dnaK Operons zidhlen bei den meisten Gram positiven Bakterien auch
groEL und groES zur Klasse I der Stressgene. Das bedeutet, dass innerhalb ihres Promotors
ein typisches CIRCE Element vorhanden ist und ihre Expression so unter anderem auch durch
den HrcA-Repressor reguliert wird. Neuere Studien zeigen, dass bei einigen Vertretern der
Gram positiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt wie L. lactis und verschiedenen
Staphylokokken das groESL Operon nicht nur durch den HrcA-Repressor, sondern zusétzlich
auch durch den CtsR-Repressor, der typisch fiir Stressgene der Klasse III ist, reguliert wird
(Chastanet et al. 2003). Frees etal. (2007) fiihrten die verschiedenen Ausnahmen bei der
Regulation der klassischen Stressgene auf und stellten somit die bisherige Aufteilung der
Stressgene in vier Klassen zum Teil in Frage. So steht das groESL-Operon bei Lactococcus,
sowie bei einigen Streptokokken und Staphylokokken nicht nur unter der Kontrolle von
HrcA, sondern auch unter der von CtsR. Bei O.oeni existiert fiir das groESL-Operon
hingegen nur eine CtsR-Bindestelle, wiahrend bei Bacillus, Listeria, einigen Streptokokken
und Lactobacillus gasseri nur eine typisch erwartete HrcA-Bindestelle vorhanden ist. Auch
fiir das dnaK-Operon und verschiedene clp Gene existieren diese Ausnahmen. Teilweise
stehen diese Gene zusitzlich auch noch unter der Kontrolle der fiir Stressgene der Klasse II
typischen " abhingigen Promotoren (Frees etal. 2007). Bei L.sanfranciscensis kann
vermutet werden, dass analog zum nichstverwandten Organismus dieser Studie, L. gasseri,
das groESL Operon nur unter der Kontrolle des HrcA-Repressors steht. Allerdings sollte dann
gemdl dieser Studie in L. sanfranciscensis auch clpL ebenso wie groESL und dnaK nur eine
Bindestelle flir HrcA, nicht aber fiir CtsR besitzen. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist bei
L. sanfranciscensis aber genau das Gegenteil der Fall. In der Promotorregion von ClpL ist wie
urspriinglich erwartet nur eine CtsR-Bindestelle, aber keine HrcA-Bindestelle vorhanden.

In der vorliegenden Promotorregion des groESL Operons konnte wie im dnaK Operon
zwischen der -10-Region und der RBS ein gut konserviertes CIRCE-Element mit der Sequenz
» T TAGCACTC-Ny-GAGTGCTAA identifiziert werden. Die mogliche RBS mit der Sequenz
»GGAGG* befindet sich 8 bp vor dem ATG-Startkodon. Die mogliche -10-Region besitzt die
Sequenz ,,TATTAT*. Ein fiir eine erweiterte -10-Region typisches ,,TG-Motiv* ist ebenfalls

vorhanden. Allerdings ist dieses Motiv nicht wie sonst iiblich durch ein beliebiges Basenpaar



Diskussion 177

von der -10-Region getrennt. Aufgrund der nur teilweise bekannten Promotorsequenz war
eine weitere Charakterisierung des Promotors an dieser Stelle nicht moglich.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Transkriptionsanalyse zeigte, dass wie bei dnaK eine
Induktion der Expression unter Hitze-, Salz- und Hochdruckstress erfolgt. Diese Ergebnisse
decken sich sowohl fiir dnaK, als auch fiir groESL mit den Beobachtungen aus der
Proteomanalyse. Auch unter Kaéltestress ist die Genexpression der beiden Operons identisch.
Weder bei dnaK, noch bei groESL ist die Expression induziert. Auf Proteinebene hingegen
konnte eine Zunahme der Menge an GroEL, nicht aber an DnaK beobachtet werden. Dies ist
ein Hinweis auf weitere Regulationsmechanismen unter deren Kontrolle diese beiden Proteine
eventuell stehen. Neben einer Regulation auf Ebene der Translation ist auch eine
posttranslationale Kontrolle vor allem {iber die Proteinstabilitit bzw. iiber eine gezielte und
von der Stressart abhingigen Proteolyse der einzelnen Proteine wahrscheinlich. Auch fiir die
nicht identische Regulation von GroEL und DnaK bei der Proteomanalyse unter Sdure- und
Hungerstress (hierzu liegen keine Transkriptionsanalysen vor) konnten solche alternativen
Regulationsmechanismen mit eine Rolle spielen.

Uber die relative Stirke des groESL-Promotors unter Standardbedingungen konnte an dieser
Stelle keine Aussage getroffen werden, da die bekannte Promotorsequenz fiir eine Klonierung

vor das melA Reportergen zu kurz ist.

4.6.3.8 cps1D Promotor

Das fiir eine Glykosyltransferase kodierende Gen cpslD erwies sich in der Transkriptions-
analyse von Pavlovic (2006) als eines der unter HHD am stirksten induzierten Gene. Die
Druckhohe bei der die Zellen inkubiert wurden, betrug sowohl fiir die Versuche mit
Microarray, als auch fiir die Experimente mit RT-PCR 45 MPa. In dieser Arbeit konnte bei
Versuchen mit Druckhéhen von 80 MPa in der Analyse mittels MelA Reportersystem
hingegen keine Induktion der Genexpression gemessen werden. Eine solch unterschiedliche
Regulation der Promotoraktivitit bei den beiden unterschiedlichen Driicken kann normal sein.
So konnte Pavlovic (2006) verschiedenste Gene identifizieren, die bei 45 MPa und 80 MPa
unterschiedlich induziert werden. Neben Genen, die bei 45 MPa stéirker induziert waren, gab
es auch Gene, die bei 80 MPa deutlich stirker exprimiert wurden. Im umgekehrten Fall
wurden Gene wie fusA identifiziert (siche Kapitel 4.6.3.10), deren Expression bei 45 MPa
reprimiert wurden, wihrend bei 80 MPa keine Verdnderung messbar war. Der Reportergen-

Assay zeigte auch, dass ebenso wie fiir die Hochdruckbehandlung bei 80 MPa auch fiir Salz-
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und Kailtestress im Vergleich zur Kontrolle keine Verdnderung der Promotoraktivitit von
cpslD festgestellt werden konnte.

Ein weiterer Unterschied zu den bisher in dieser Arbeit analysierten Promotoren lag neben der
Nicht-Induzierbarkeit bei 80 MPa in der insgesamt sehr niedrigen Aktivitit des cpslD
Promotors. Die basale Aktivitit betrug dabei nur ca. 10% der Aktivitit des rbsK/rpi
Promotors. Die geringe Promotoraktivitit erlaubt den Riickschluss, dass unter den
untersuchten Bedingungen das Genprodukt von cpslD in der Zelle nur in sehr geringen
Konzentrationen bendtigt wird. Es konnte aber auch sein, dass die Regulation der
Glykosyltransferase nicht auf Ebene der Transkription, sondern auf einer anderen Ebene
stattfindet. So konnte aufgrund translationaler oder posttranslationaler Regulations-
mechanismen die Konzentration des Enzyms in der Zelle trotz geringer Transkriptionsrate
beachtlich ansteigen. Als Beispiele seien hier nur eine hohe Stabilitdt der mRNA oder eine
hohe Halbwertszeit des Enzyms selbst, sowie hohe Translationsraten genannt. Unter
Umstidnden wird die Expression aber auch erst durch Bedingungen induziert, die im Rahmen
dieser Arbeit nicht untersucht wurden. Viel wahrscheinlicher als eine der analysierten
Stresssituation erscheinen andere intrazellulire und metabolische Parameter fiir eine
Induktion des Gens.

Betrachtet man die Promotorregion von cpslD so waren im Vergleich zu den anderen bisher
charakterisierten Regionen einige Besonderheiten aufféllig. Besonders der ungewdhnlich
grosse Abstand zwischen der moglichen RBS ,,AAGGACGA* 7 bp vor dem ATG-Startkodon
und der wahrscheinlichen -10-Region und -35-Region ,, TTGAGT-N;s-TATTAT* des ot
abhéngigen Promotors. Dass die beiden Regionen nicht komplett der Konsensussequenz
entsprechen ist nicht ungewohnlich. Ein so groBer Abstand zwischen RBS und -10-Region
bietet Platz fiir verschiedene regulatorische Sequenzmotive. So sind neben den ungewohnlich
Thymidin reichen Abschnitten vor, zwischen und hinter der 6 abhiingigen Promotorsequenz
» T TTTTTCTTAAAATT-N47-TTTTATATACATTT-No-TTTTT-GAG-TTTATTTTTTATTT
-Ni3-TTAATTTTTTTATT® auch noch andere ungewohnliche Sequenzmotive wie die
Wiederholung eines ungewoOhnlichen Pentamers ,,TCCCA-Ns-TCCCA* vorhanden. Kurz

darauf folgen noch weitere inverse Sequenzwiederholungen wie ,,AAGCC-N;-GGCTT* und

»AGTT-N,-AACT, sowie eine direkte Wiederholung der Sequenz ,,TTTG-N,-TTTG*.

Diese Sequenzmotive konnen theoretisch Bindestellen fiir unterschiedliche Repressoren oder
Aktivatoren darstellen und dariiber hinaus auch verschiedene rdumliche Strukturen ausbilden,
die regulatorische Auswirkungen haben konnten. Dadurch ldsst sich eventuell die duferst

geringe basale Aktivitit des Promotors erkldren. Auch eine bisher noch nicht bekannte,
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komplexe Regulation erscheint aufgrund der moglicherweise regulatorisch aktiven Sequenzen
plausibel. Eine Induktion bei 45 MPa, nicht aber bei 80 MPa ist aufgrund spezieller

thermodynamischer Gegebenheiten so denkbar.

4.6.3.9 xpk Promotor

Die Expression des fiir eine Phosphoketolase kodierenden Xpk Gens wurde in dieser Arbeit
und in der Arbeit von Pavlovic (2006) wohl mit am ausfiihrlichsten untersucht. Die
Genexpression von Xpk wird durch Hochdruckstress (45 MPa und 80 MPa) nicht verdndert.
Wie die Versuche mittels Northern-Blot, RNA Dot-Blot, Microarray (Pavlovic 2006) und RT-
PCR zeigten, wird xpk auch unter Hitze-, Kélte- oder Salzstress konstitutiv exprimiert. Auch
die Versuche mit dem Reportergensystem bestdtigten diese Ergebnisse. Mit dem
Reportersystem wurde auch festgestellt, dass die Expression von Xpk relativ hoch und
ungefdhr mit der von rbsK/rpi vergleichbar ist. Bei der Charakterisierung der
Promotorregion konnten wie erwartet keine, fiir Stressgene typischen Sequenzmotive wie ein
CIRCE Element oder eine CtsR Bindestelle gefunden werden. Die potentielle
Ribosomenbindestelle ,, AAGGAG* liegt 9 bp vor dem ATG-Startkodon. Auch eine mogliche
o" abhingige Promotorsequenz , TTGACT-N13-TG-T-TAATAT“ mit -35-Region und
erweiterter -10-Region im passenden Abstand zueinander ist vorhanden. Diese typische
Promotorsequenz tragt sicherlich dazu bei, dass die basale Promotoraktivitit von Xpk im
Vergleich zum z. B. ¢ps1D Gen relativ hoch ist. Auch bei diesem Gen stellt sich aber wieder
die Frage der Regulation. Ahnlich wie bei cps1D ist davon auszugehen, dass die Expression
von Xpk nicht durch die untersuchten Stressbedingungen, sondern eher durch bestimmte
Bedingungen im Stoffwechsel reguliert wird. Besonderheiten innerhalb der Xxpk
Promotorregion, die regulatorische Aufgaben {ibernehmen konnten sind zahlreich vorhanden.
So befinden sich oberhalb der -35-Region zwei inverse Sequenzwiederholungen und ein
typisches ,,Y-Box“ Motiv ,,GCTTTC-N3;-GAAAGC-N»;-ATTT-N-AAAT-Ny-CCAAT*. Die
mogliche -35-Region ist aber auch direkt Bestandteil eines weiteren inversen Sequenzmotivs
»CAAAAAGT-TTG-ACTTTTTG (die -35-Region ist unterstrichen). Unter Umsténden ist
aufgrund dieses regulatorischen Sequenzmotivs auch die Abweichung der -35-Region von der
Konsensussequenz ,,TTGACA®“ zu erkldren. Und schlieBlich konnte auch zwischen der
potentiellen -10-Region und der RBS eine weitere inverse Sequenzwiederholung
»OATTTTAACTTA-N4s-TATTTTAAAATC gefunden werden. Die verschiedenen
Sequenzmotive konnten durchaus eine spezifische Regulation von Xxpk in Abhéngigkeit

verschiedener Umwelteinfliisse bewirken. Unter den analysierten Stressbedingungen wird der
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Promotor aber anscheinend nicht beeinflusst. Die konstitutive Expression von Xpk unter
Hochdruck-, Kilte-, Hitze- und NaCl-Stress ermdglicht daher die Verwendung dieses Gens
als Referenz- und ,,Housekeeping“-Gen fiir die Untersuchung der allgemeinen Genexpression

unter diesen Stressbedingungen mittels RT-PCR und Northern-Blot Analyse.

4.6.3.10 fusA Promotor

SchlieBlich wurde auch noch der Promotor eines Gens analysiert, dessen Expression unter
Hochdruck verringert ist. Dazu wurde das fiir den Elongationsfaktor G kodierende fusA Gen
gewdhlt. Dieses Gen wurde in der Transkriptionsanalyse von Pavlovic (2006) als das bei
L. sanfranciscensis wihrend einer Hochdruckbehandlung bei 45 MPa am stidrksten
reprimierte Gen identifiziert. In derselben Arbeit wurde aber wie bereits erwédhnt auch
festgestellt, dass bei 80 MPa keine Repression der Genexpression zu beobachten ist. Eine
mogliche Erklarung dafiir ist identisch mit der fiir den Promotor des cps1D Gens (4.6.3.8).
Auch dieser Promotor besitzt einige Besonderheiten, die in den Sequenzen der bisher
untersuchten Promotoren noch nicht beobachtet wurden. Daher erscheint eine von den bisher
beschriebenen Promotoren abweichende Regulation plausibel. Neben einer relativ eindeutigen
RBS ,,AAGGAG* 6 bp vor dem ATG-Startkodon ist auch eine gut konservierte 6™ abhingige
Promotorsequenz ,,TTGGTA-N;o-TG-C-TTAATT* im erwarteten Abstand stromaufwirts
vorhanden. Dartliber hinaus konnte eine fiir viele Promotoren von Milchsdurebakterien
typische, erweiterte -10-Region identifiziert werden. Ein regulatorisches Element stellt mit
hoher Wabhrscheinlichkeit die zwischen der RBS und der -10-Region liegende inverse
Wiederholung von 12 Basenpaaren ,,CTAAGAAATTGG-CCACTTTTTTAG" dar. Aufgrund
der Lage konnte angenommen werden, dass diese Sequenz als Bindestelle fiir bisher noch
nicht bekannte Aktivatoren oder Repressoren dient. Ungew6hnlich ist auch eine direkt auf der
-35-Region befindliche inverse Sequenzwiederholung ,, ATTACC-GTT-GGTAAT* (die -35-
Region ist unterstrichen). Auch hier konnten Transkriptionsmodulatoren binden und
wirkungsvoll in die Regulation der Genexpression eingreifen. Es ist denkbar, dass sich die
Affinitdt moglicher Bindestellen zu Bindungspartnern in Abhingigkeit unterschiedlicher
Druckverhiltnisse aufgrund thermodynamischer Eigenschaften signifikant veréndert. So wire
es denkbar, dass bei 45 MPa eine Repression zu beobachten ist, bei 0,1 MPa und 80 MPa
hingegen nicht.

Trotz einer relativ konservierten Promotorsequenz war die mit dem Reportergensystem
untersuchte basale Promotoraktivitdt bei optimalen Wachstumsbedingungen unerwartet

niedrig und lag in der GroBenordnung des mdh Promotors. Dies konnte unter Umsténden
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darauf zuriickzufiihren sein, dass bereits bei Standardbedingungen die Expression des Gens
durch die Bindung moglicher Repressoren blockiert wird. Auch Salz- und Kaltestress
bewirkten dhnlich wie Hochdruckstress bei 80 MPa keine signifikante Verdnderung der
Genexpression. Wie auch fiir die anderen Gene mit geringer basaler Transkription, kdnnte es
gut moglich sein, dass die Regulation von fusA iiber alternative Mechanismen auf Ebene der

Translation und Posttranslation organisiert ist.
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S Zusammenfassung

Im Hinblick auf eine sichere Hochdruckpasteurisierung von Lebensmitteln zeigen die in
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse einmal mehr, dass bei Bakterien eine signifikante
Induktion von Adaptation und Kreuzresistenz gegeniiber einer Hochdruckbehandlung
moglich ist. Vor allem die Art und Lagerung der Lebensmittel spielen eine wichtige Rolle, da
subletale Stressbedingungen wie Kiihlung, saure pH-Werte oder hohe NaCl-Konzentrationen
eine bis zu 5-fach hohere Resistenz gegeniiber letalen HHD-Behandlungen induzieren
konnen. Eine moderate Erwdrmung vor oder wihrend der Hochdruckpasteurisierung erhoht
hingegen die Sensitivitdit bei L.sanfranciscensis und konnte so im Sinne eines
Hiirdenkonzepts als sinnvolle Kombination schonender Inaktivierungsmethoden interessant
sein. Im umgekehrten Fall konnte die erhdhte Hitzeresistenz nach einer HHD-Behandlung den
Herstellprozess von Starterkulturen mittels Sprithtrocknung optimieren. Die Bildung einer
Stressantwort konnte aufgrund der physiologischen Versuche postuliert werden, da die
Versuche mit Chloramphenicol zeigten, dass zur Bildung von Resistenzen eine intakte
Proteinbiosynthese essentiell ist.

Zur Charakterisierung dieser Stressantwort wurde eine ausfiihrliche Proteomanalyse
durchgefiihrt. Nach Auswertung der Versuche mittels 2D-PAGE konnten insgesamt 16
Proteine identifiziert werden, die in L. sanfranciscensis durch subletalen Hochdruckstress
beeinflusst werden. Wie erwartet besitzt L. sanfranciscensis keine spezielle, aus Hochdruck
spezifischen Proteinen zusammengesetzte Stressantwort. Mit Ausnahme eines Proteins
werden alle HHD sensitiven Proteine auch unter den anderen untersuchten Stressbedingungen
dhnlich reguliert. Dies deutet darauf hin, dass fiir jede Stressart aus einem Pool an
Stressproteinen immer die in der jeweiligen Situation niitzlichsten Proteine kombiniert
werden. Je nach Wirkmechanismus und Angriffsort der einzelnen Stressart ergeben sich als
spezifische Stressantwort somit dhnliche, aber nicht identische Kombinationen bestimmter
Proteine.

Unter den HHD induzierten Proteinen befinden sich allgemeine Stressproteine wie Dnak,
GroEL oder ClpL, die alle Chaperon-Aktivitdten aufweisen. Fiir ClpL existieren eindeutige
Anzeichen dafiir, dass es die Funktion der in E. coli charakterisierten ClpB-ATPase besitzt.
CIpL und ClpB heben sich von den iibrigen Clp-ATPasen dadurch ab, dass sie nicht mit ClpP
interagieren. Auch die gemeinsame Induktion von DnaK, GroEL und CIpB unter
verschiedenen Stressbedingungen zur Bildung eines Chaperon-Netzwerkes deutet darauf hin,

dass ClpL bei L. sanfraciscensis die Funktion von ClpB iibernimmt und an dessen Stelle mit
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DnaK und GroEL interagiert. Fiir die Denaturierung von Proteinen unter HHD spricht auch
die Induktion von TrxB, fiir das neben der Thioredoxin Reduktase Aktivitit ebenfalls eine
Funktion als Chaperon nachgewiesen werden konnte. Und auch ClpX, das in dieser Arbeit
einzige, spezifisch unter Hochdruck induzierte Protein, besitzt Chaperon-Aktivitit. Dariiber
hinaus wirkt ClpX zusammen mit ClpP auch als spezifische Protease und steht dabei in
engem Zusammenhang mit dem als Trans-Translation bekannten Prozess. Die HHD-
Stressantwort richtet sich also nicht nur gegen bereits denaturierte Proteine, sondern greift
wahrscheinlich auch in die Translation und Neusynthese von Proteinen unter HHD ein.
Letzteres bestétigt die von Pavlovic (2006) stammende Hypothese, in der der Trans-
Translation im Zusammenhang mit einer HHD-Stressantwort bei L. sanfraciscensis eine
wichtige Rolle eingerdumt wird.

Wiéhrend die Induktion von DnaK, GroEL, TrxB und verschiedenen Clp-ATPasen als
Reaktion auf Hochdruckstress und andere Stressarten bereits fiir verschiedene Organismen
beschrieben wurde, erscheint das bei L. sanfranciscensis unter Hochdruck am stdrksten
induzierte Protein in diesem Zusammenhang als absolut ungewdhnlich. Es handelt sich dabei
um ein in dieser Arbeit erstmals charakterisiertes Enzym, das die Aktivititen einer Ribokinase
und einer Ribose-5-P-Isomerase in einem Enzym kombiniert. Obwohl keine der beiden
Enzymfunktionen typisch fiir eine Stressantwort ist, wird bei L. sanfranciscensis dieses
Enzym auch unter anderen Stressbedingungen vermehrt gebildet. Uber die genaue Funktion
des Proteins im Rahmen einer Stressantwort kann daher nur spekuliert werden.

SchlieBlich wurden in dieser Arbeit auch die Promotoren verschiedener HHD sensitiver Gene
analysiert. Dazu wurde ein fir L.sanfranciscensis geeignetes, auf melA basierendes
Reportersystem entwickelt. AuBlerdem wurde xpk als passendes Referenzgen fiir die RT-PCR
etabliert. Die Untersuchungen zeigten, dass unter subletalem HHD eine maximale Induktion
des rbsK/rpi-Promotors um den Faktor 18 im Vergleich zur Kontrolle moglich ist. Eine
biotechnologische Anwendung von HHD induzierbaren Promotoren erscheint prinzipiell
moglich, muss aber im Einzelfall gepriift werden. Eine allgemeine Promotorsequenz fiir HHD
induzierte Gene konnte in dieser Arbeit nicht ermittelt werden. Innerhalb der verschiedenen
Promotorsequenzen konnten zwar auffillige bekannte und unbekannte Sequenzmotive, aber
keine generellen Gemeinsamkeiten gefunden werden. Die Regulation der verschiedenen Gene
scheint daher individuell organisiert zu sein. Dies unterstiitzt die These, dass
L. sanfranciscensis keine allgemeine Stressantwort besitzt, sondern in Abhéngigkeit der
Stressart die benotigten Gene aus dem vorhandenen Pool jeweils einzeln zu aktivieren

scheint.
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