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Zusammenfassung

A Zusammenfassung/Summary

A.1 Zusammenfassung

Das Gram positive Bakteriulristeria monocytogeneslas einzige Human- und Tierpathogen
innerhalb der Gattungisteria, gehort zu den fakultativ intrazellularen Baktari®ie fur den
Infektionszyklus notwendigen Virulenzgene liegedl§jenteils im Virulenzgencluster LIPI-1
und werden vom positiven Regulator PrfA kontrotliéGoebel et al, 2006; Kreft and
Vazquez-Boland, 2001; Kreét al, 2002). EingrfA-Deletionsmutante ist komplett avirulent,
da sie keine Virulenzgene mehr exprimieren kanmnfeester-Wéachteet al, 1990).

PrfA gehort zur Crp/Fnr Familie von TranskriptiokBeatoren und bindet als Dimer im
Promotorbereich PrfA-abhangiger Gene an eine 14 Igmge palindromische
Konsensussequenz, die PrfA-Box (Sheekaral, 1995). Zum PrfA-abhdngigen Promotor
gehdort zusatzlich eine 21-22 bp von der PrfA-Bofeznte SigA-abhangige -10-Box (Lueid
al., 2004; Luoet al, 2005). Mehrere AminosauresubstitutionerpifA, unter anderem eine
Glyl45Ser Substitution, fihren zu einem konstitugiktiven PrfA* (Ripio et al, 1997,
Shetron-Ramat al, 2003; Yaret al, 2008).

In dieser Arbeit wurden zunéachst die PrfA Protemsa L. monocytogene@n-PrfA und m-
PrfA*), der tierpathogenen Ait. ivanovii (i-PrfA) und der apathogenen Art seeligeri(s-
PrfA) mittels Gelretardationsexperimenten auf iBedungseigenschaften an die PrfA-
abhangigerhly- und actA-Promotoren aller drei Spezies untersucht, sowie Fahigkeit
ternare Komplexe mit der RNA-Polymerase (RNAP) abgden. Die Ergebnisse an nily
zeigen, dass i-PrfA mehr dem konstitutiv aktiverPnA* ahnelt als dem wildtypischen m-
PrfA, wohingegen s-PrfA eine drastisch reduziertedBkapazitat an die PrfA-abhangigen
Phly- und RaictA-Promotoren aufweist. Die geringe Bindungseigenohan s-PrfA scheint
seine Ursache in Aminosaureaustauschen im C-telemiridereich (verglichen mit m-PrfA
und i-PrfA) von s-PrfA zu haben. Ein Austausch @eterminalen Region von @A gegen
die von mprfA fuhrt zu einer leichten Erh6hung der Bindung dekilgeten chimaren PrfA-
Proteins. Im Gegensatz zu den verschiedenen biasbleem Eigenschaften von m-PrfA(*), i-
PrfA und s-PrfA, unterscheiden sich die PrfA-abhgeg hly- (m-Phly, i-Phly und s-Rly)
und actA-Promotoren (m-BctA i-PactA und s-RctA) nicht signifikant in ihrer
Bindungsaffinitat zu den verschiedenen PrfA-Pragin

In vivo wird dasprfA-Gen transkriptionell und posttranskriptionell régu (Hamonet al,
2006) und zusatzlich wird das PrfA-Protein durchrsebiedene Umweltbedingungen
moduliert. In dem reichen Kulturmedium brain-haaftision (BHI) und in definiertem
Minimalmedium (MM) mit zugegebenen PTS-Kohlenhydratst die PrfA-Aktivitat niedrig
(Gilbreth et al, 2004; Milenbachset al, 1997). In Gegenwart der Nicht-PTS-
Kohlenstoffquelle Glycerin (Josept al, 2008; Mertinset al, 2007) und in Saugetierzellen
(Renzoniet al, 1999), in denen vor allem Nicht-PTS-Kohlenstoétien verbraucht werden
(Eylertet al, 2008; Josepht al, 2006), ist die PrfA-Aktivitat wesentlich héher.

Die konstitutiv aktiven PrfA*-Proteine weisen sttukelle Ahnlichkeiten mit den konstitutiv
aktiven Mutanten des Regulators Crp &uscoli auf (Lampidiset al, 1994; Ripioet al,
9



Zusammenfassung

1997; Shetron-Ramat al, 2003). Dies fuhrt zu der Annahme, dass wildtyipesc PrfA in
ahnlicher Weise von niedermolekularen Komponentguliert werden koénnte wie Crp,
welches bekanntlich von cAMP aktiviert wird (Eitiegal, 2005; Kreft and Vazquez-Boland,
2001). Bisher blieb die Suche nach einer solchempanente jedoch erfolglos.

In weiteren Untersuchungen wurde nun die PrfA-Akdivim L. monocytogeneStamm EGD
sowie dessen isogener Deletionsmutante (B@DA) mit demprfA- bzw. prfA*-Gen unter
Kontrolle des prfA-Promotors auf dem High-Copy Plasmid pERL3 (Stdmme
EGDAprfApPrfA und EGRAprfApPrfA*) nach Wachstum in BHI, LB (Luria-Bertani
Medium) und definiertem MM untersucht. Die Mediearen versetzt mit 50 mM der PTS-
Kohlenstoffquellen Glucose, Mannose oder Cellobiosder mit der Nicht-PTS-
Kohlenstoffquelle Glycerin.

Mit dem Wildtyp EGD konnte in BHI und LB mit allegenannten Kohlenstoffquellen nur
eine geringe PrfA-Aktivitat beobachtet werden. IlMMlagegen war die PrfA-Aktivitat in
Anwesenheit von Glycerin stark erhéht und mit Calbge als einziger Kohlenstoffquelle
stark reprimiert. Mit dem PrfA*-tberexprimierend8&amm EGRprfApPrfA* wurden unter
allen Bedingungen hohe PrfA-Aktivitat gefunden. EAFIXApPrfA zeigte dagegen trotz
gleicher PrfA-Menge wie EGBprfApPrfA* nur in BHI eine hohe PrfA-Aktivitat. Die
Zugabe des Amberlites XAD4 in LB erhoht die reduzdrfA-Aktivitat in EGDAprfApPrfA
und in MM verstéarkt XAD4-Zugabe die PrfA-Aktivitéles Wildtyps.

Eine ptsHMutante ist in LB und MM unabhéngig von der Zugabmer der vier
Kohlenstoffquellen nicht in der Lage zu wachserol{Stt al, 2008), was darauf hin deutet,
dass die Aufnahme der verwendeten Kohlenstoffquaehie auch der Glycerinstoffwechsel
von einem intakten PTS-Weg abhangig sind. In BElheh dagegen offensichtlich noch PTS-
unabhangige Kohlenstoffquellen zur Verfligung, dapdsHMutante in BHI noch wachsen
kann. Dies unterstutzt auch die Beobachtung, dags @enerationszeiten vori.
monocytogeneis LB und vor allem MM im Vergleich zu BHI weseiath langer sind.

Expressionsdaten der PTS-Gene wurden von allen St&nmen unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen erstellt. Die Daten deutesudi&in, dass die PrfA-Aktivitat mit der
Expressionsstarke und dem Phosphorylierungsstatuestinimter PTS-Permeasen
zusammenhangt. PTS-Permeasen bestehen immer awesteims drei Doménen, der
Membran Uberspannenden Zucker transportierendenaber&lIC (und EIID im Falle von
Mannose spezifischen PTS) und den zwei im Zytaslidhen Komponenten EIIA und EIIB.
ElIA wird direkt von HPr-His-P phosphoryliert, wéles sein Phosphat von dem von PEP
phosphorylierten EI empfangt. Das PTS spielt nelmrZuckeraufnahme eine Rolle in vielen
regulatorischen Vorgangen in der Bakterienzelléeuanderem in der Pathogenese (Barabote
and Saier, 2005; Deutschet al, 2006; Postmaet al, 1993). Listerien codieren fur alle
sieben bekannten PTS-Familien, 86 Gene codieren Z&r komplette und einige
unvollstandige PTS.

Trotz der grol3en Anzahl an PTS-Genen besitainonocytogenekein vollstandiges PtsG,

welches homolog zEE. coli oder B. subtilisist, sondern nur ein EIf&%. Um die an der

Glucoseaufnahme involvierten PTS-Permeasen zu ifdéeren und einen maoglichen

Zusammenhang zwischen diesen PTS-Permeasen unBrideAktivitdt zu untersuchen,

wurden in dieser Arbeit systematisch PTS-Permeastetiert, welche fur putative Beta-

Glucosid-PTS (PT%), Mannose-PTS (PT8" und Cellobiose-PTS (PT¥) codieren.
10
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Diese Deletionsmutanten wurden bezuglich ihres \Waches in Gegenwart der
entsprechenden PTS-Zucker und die PrfA-Aktivitdéeusucht.

Deletionen von irL. monocytogeneEGD-e nur schwach exprimierten PFShaben keinen
Einfluss auf das Wachstum in MM mit 10 mM GlucoskeioCellobiose.

Von den vier exprimierten PT8" sind zumindest zwei eindeutig in der Lage, Glucpse
transportieren, und die Deletion dieser PTS-Perereasodiert von Imo0096-0098 und
Imo0781-0784, erhoht sehr deutlich die Expressies ich Wildtyp wenig exprimierten Gens
fiir die PTS-Permease P$4Imo0027). Fir den Cellobiose-Transport scheint gen sechs
vollstandigen PTS%Permeasen vor allem PF&Imo02683-2685) und nach Deletion dieses
Operons, ebenfalls die P¥§Imo0027)-Permease wichtig zu sein. Obwohl die iplelt
Deletion dieser fir die Glucose/Mannose- bzw. (étise-Aufnahme irl.. monocytogenes
wichtigen PTS-Permeasen das Wachstum in definiekéidrastisch reduziert, haben diese
Deletionen offensichtlich keine Auswirkung auf dadrazellulare Wachstum, da die
Infektionsrate so effizient ist wie die des Wildsy@Auf PrfA hat die schrittweise Deletion der
Glucose/Mannose-spezifischen PTS-Permeasen nacthsiMat in MM mit Glucose als
einziger Kohlenstoffquelle eine aktivierende Wirlgunjedoch keine Auswirkung nach
Wachstum in Cellobiose-haltigem MM. Umgekehrt vérhés sich mit den PT&-
Deletionsmutanten.

In vitro Transkriptionsstudien mit (teilweise phosphorylieaufgereinigten Lmo0096
(ENABM®) und Lmo1017 (EIIA") -Proteinen deuten auf eine direkte Interaktioriseten
PrfA  und bestimmten ElI-Proteinen hin. Dies konnfgir Lmo0096 auch in
Immunpréazipitationsassays gezeigt werden. Eine é{peession von Lmo0096 fiihrte zudem
zu einer sehr deutlichen Reduktion der PrfA-Akévihach Wachstum in MM mit Glucose.

Anhand der gewonnenen Daten konnte ein Modell fér Modulation der PrfA-Aktivitat
erstellt werden, nach dem im Zytosol l6sliche Komgaten der Phosphoenolpyruvat-
Phosphotransferasesysteme einen direkten Einflusdia PrfA-Aktivitat haben. Die Daten
sind im Einklang mit der Annahme, dass unphosprent@ EIIA/B-Komponenten (im
Uberfluss vorhanden wahrend des aktiven Zuckem@mss) an PrfA binden und es
inaktivieren. Phosphorylierte PTS-Komponenten (zvighrend des Glycerin-Transportes
oder des intrazellularen Wachstums vorhanden) lkindemnach PrfA aktivieren, entweder
durch direkte Bindung an PrfA oder indem sie didibition der PrfA-Aktivitat durch
phosphorylierte EIIA/B aufheben.

A.2 Summary

The Gram positive bacteriurhisteria monocytogenes the only human pathogen in the
genusListeria and belongs to the facultative intracellular pgdms. Most of the genes
necessary for the infectious cycle are locatediwitine virulence gene cluster LIPI-1 and are
under the control of the positive regulating facknfA (Goebelet al, 2006; Kreft and
Vazquez-Boland, 2001; Kre#t al, 2002). AprfA deletion mutant is completely avirulent,
not being able to express any of the virulence @atal genes (Leimeister-Wachtetr al,
1990).
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PrfA belongs to the Crp/Fnr family of transcriptiantivators and binds as a dimer to a 14 bp
palindromic consensus sequence called PrfA boxel&reet al, 1995). In addition, a PrfA
dependent promoter possesses a SigA dependent 04,0 which is located 21-22 bp
downstream of the PrfA box (Luet al, 2004; Luoet al, 2005). Several amino acid
substitutions in theprfA gene, amongst others a Glyl45Ser substitutionyltres a
constitutively active PrfA* (Ripieet al, 1997; Shetron-Ramet al, 2003; Yaret al, 2008).

In this study, PrfA binding properties of the pioteof L. monocytogenegn-PrfA and m-
PrfA*), the animal pathogeh. ivanovii (i-PrfA) and the apathogenic speclesseeligeri(s-
PrfA) to the PrfA dependeritly and actA promoters of all three species and the ability to
form ternary complexes with the RNA polymerase (FNAvere analyzed by electromobility
shift assays. With miiy, i-PrfA resembles more the constitutively activePmiA* than the
wild type m-PrfA, while s-PrfA exhibits a dramatilyalower binding capacity to the PrfA
dependent promoterdhy and PatA The low binding affinity of s-PrfA seems to beusad
by amino acid exchanges in its C-terminal domaiom(gared to m-PrfA and i-PrfA).
Exchange of the C-terminal domdnom s-prfA by that ofm-prfA leads to a slightly higher
binding capacity of the chimeric PrfA protein contrast to the significant differences in the
biochemical properties of m-PrfA, i-PrfA and s-Prfthe PrfA-dependent promoters lally
(m-Pnly, i-Phly and s-Rly) and actA (m-PactA i-PactA and s-RctA) of the threelListeria
species did not significantly differ in their bimdj affinity to the various PrfA proteins.

In vivo, theprfA gene is regulated on transcriptional and posstmaptional levels (Hamoet
al., 2006) and the PrfA protein is additionally modeth by different environmental
conditions. In the rich culture medium brain-hdaftision (BHI) and in chemically defined
minimal medium (MM) with added PTS carbohydrates BrfA activity is low (Gilbrethet
al., 2004; Milenbach®t al, 1997). In the presence of the non-PTS carboncsoglycerol
(Josephet al, 2008; Mertinset al, 2007) and in mammalian cells (Renzatial, 1999),
where primarily non-PTS carbon sources are consuiPd activity is significantly higher
(Eylertet al, 2008; Josepht al, 2006).

The constitutively active PrfA* proteins (Ripet al, 1997) exhibit structural similarities to
constitutively active mutants of the transcriptibregulator Crp ofE. coli (Lampidiset al,
1994; Ripioet al, 1997; Shetron-Ramet al, 2003) led to the assumption that wild type PrfA
could be modulated by low molecular components simalar way as Crp, which, as is well-
known, is activated by cAMP (Eitingt al, 2005; Kreft and Vazquez-Boland, 2001). Yet,
until now the search for such a component was unatessful.

In further studies the PrfA activity was assessed..i monocytogenestrain EGD and its
isogenic deletion mutant (EGprfA) with the prfA or prfA* gene under the control of the
prfA promoter located on the high copy plasmid pERLBaiss EGDA\prfApPrfA and
EGDAprfApPrfA*) after growth in BHI, LB (Luria-Bertani brb) and defined minimal
medium. Media were supplemented with 50 mM of th& arbon sources glucose, mannose
or cellobiose or with the non-PTS carbon sourceajiyl.

In the wild type EGD grown in BHI and LB a low Pri&ctivity was observed with all of the
above carbon sources. In MM PrfA activity was sgiigrincreased in the presence of glycerol
and strongly decreased with cellobiose as soleoocadource. In the PrfA* overexpressing
strain EGDAprfApPrfA* high PrfA activity was detected under all nditions.
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EGDAprfApPrfA exhibited a high activity only in BHI, thoudgPrfA amounts were equally
high as in EGDprfApPrfA*. Addition of the amberlite XAD4 to LB increas the reduced
PrfA activity in EGDAprfApPrfA and the activity of the wildtype in MM.

A ptsHmutant is unable to grow in LB and MM irrespectofethe supplementation with the
four carbon sources (Stadt al, 2008), indicating that the uptake of the carbaurse used as
well as the glycerol metabolism are dependent oimmtatt PTS pathway. In contrast, BHI
obviously possesses PTS independent carbon soascésgptsH mutant is still able to grow
in BHI. This is also confirmed by the fact that monocytogenegeneration times are
significantly longer in LB and even more in MM asntpared to BHI.

Expression of the PTS genes was assessed in ak thirains upon different growth
conditions. The data suggest that PrfA activitgasrelated with the expression level and the
phosphorylation state of specific PTS permease& pdrmeases always consist of at least
three domains, the membrane crossing sugar trairggpdiomain EIIC (and EIID in mannose
specific PTS) and the two cytosolic components El#d EIIB. EIIA is directly
phosphorylated by HPr-His-P which receives its phase group from EI which is
phosphorylated by PEP. Aside from sugar transporSistems are involved in a variety of
regulatory processes in the bacterial cell, e.gpathogenesis (Barabote and Saier, 2005;
Deutscheret al, 2006; Postmat al, 1993).Listeria code for all of the seven known PTS
families with 86 genes coding for 29 complete aenvksal incomplete PTS.

Despite the large number of PTS gehesnonocytogenedoes not possess a complete PtsG
homologue tcE. coli or B. subtilisbut only an orphan EIIZ. To identify the PTS permeases
involved in glucose uptake and to investigate asibs role in PrfA regulation, mutants with
deletions of beta glucoside PTS (Ff5 mannose PTS (P14 and cellobiose PTS (P9
permeases have been analyzed systematically instdy. These deletion mutants were
analyzed in respect to their growth upon the rebpe®TS sugars and to their PrfA activity.

Deletion of the five PTS® permeases only weakly expressetl.imonocytogene&GD-e had
no impact on growth in MM with 10 mM glucose orlobliose.

At least two out of the four expressed PSermeases are able to transport glucose and the
deletion of these PTS (encoded by Imo0096-0098 laraf)781-0784) causes a significant
increase in expression of the PF8mo0027) permease, which is expressed at a loal fav
the wildtype. For transport of cellobiose, only PF@mo2683-2685) out of the six complete
PTS® permeases and, after deletion of this operon, “{li800027) seem to be of
importance. Although multiple deletions of the Pirportant for glucose/mannose and
cellobiose uptake have severe consequences on hgrawtdefined MM, obviously
intracellular life is not affected, as infectiontaa resemble those of the wild type. PrfA is
activated by the stepwise deletion of the glucoseimse specific PTS upon growth in MM
supplemented with glucose, but no effect is seesnugrowth in cellobiose supplemented
MM. The behavior of the PT& deletion mutants is conversely.

In vitro transcription studies with (partially phosphorgi@) purified Lmo0096 (EIAB?"
and Lmo1017 (EII&" proteins suggest a direct interaction betweer Rrid specific Ell
proteins. This could be confirmed for Lmo0096 inmomo precipitation assays. An
overexpression of Imo0096 lead to a significantuotidn of PrfA activity upon growth in
MM supplemented with glucose.

13



Zusammenfassung

The data from this study allow the proposal of alel@f PrfA activity modulation, in which
the cytosolic components of the PEP-PTS exertectinfluence on PrfA activity. The data
are in good agreement with the assumption, thathaesghorylated EIIA/B components
(present in excess during active sugar transpant) BrfA and inactivate it. Phosphorylated
PTS components (e.g. while glycerin uptake or dyiimmtracellular growth) could activate
PrfA either by binding to PrfA or by suspending tihibition of PrfA activity by
phosphorylated EIIA/B components.
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B Einleitung

B.1 Die Gattung Listeria

Listerien bilden eine Gruppe Gram-positiver, stawtirmiger, nicht sporulierender
Bakterien, die in der Lage sind, fakultativ anaezabnvachsen. Die kurzen Stabchen (0,4 x 1-
2 um) sind in der Natur ubiquitar verbreitet unehden sich in Wasser, Abwasser,
Bodenproben und Pflanzenmaterial, sowie in zaliexic Lebensmitteln und im
Gastrointestinaltrakt des Menschen, verschiedeaeg& und Vogel. Als natirliches Habitat
wird verrottendes Pflanzenmaterial angesehen, imldsteria spp. saprophytisch leben kann
(Farber and Peterkin, 1991; Glas¢rl, 2001; Vazquez-Bolanet al, 2001).

Zur Zeit umfasst die Gattungsteria sechs beschriebene Artdristeria monocytogenes, L.
ivanovii, L. seeligerj L. innocua L. welshimeriundL. grayi. Von den sechs bekannten Arten
sind nurL. monocytogenesndL. ivanovii pathogen und kénnen eine als Listeriose bekannte
Infektionskrankheit verursachen. Die restlichenr vigten sind harmlose Umweltkeime.
Trotzdem sind die Genome dersteria
Spezies hoch konserviert und die S L

. . Listeria innocua
verschiedenen Arten eng miteinander
verwandt (Abbildung 1) (Buchrieser,
2007; Hainet al, 2006; Schmidet al,
2005).
Die Gattung Listeria ist nach tmRNA
Analysen eng verwandt mit den Gattungen_ o
Bacillus Enterococcus Lactobacillus, '
Streptococcusind StaphylococcugSallen Abbildung 1 Phylogramm der GattungListeria
et al, 1996; Schoénhubest al, 2001). Sie errechnet aus dem Vergleich von 16S-rDNA, 23S-

lasst sich durch ihre biochemischen undPNA, iap, Idh, vclB undprs; der Balken unten steht fir
hamolytischen Eigenschaften die Lange von 10% Sequenzdivergenz, Zahlen im Baum

o . ] . . stehen fur Konsistenz der Daten (Schiicl, 2005).
klassifizieren, so sind Listerien Oxidase-

negativ, Katalase- und Methylrot-positiv (Schucleatal, 1991). Listerien werden in die
Gruppe der Gram-positiven Bakterien mit geringemGghalt (36-42%) eingeordnet.

Listeriaivans

Listeria seelig

Listeria welshimeri

0.10

Listerien sind bemerkenswert tolerant gegeniubeemdn Umweltbedingungen. Sie kdnnen
bei -0,4°C bis +50°C wachsen (Juntifiaal, 1988; Walkeret al, 1994). Zwischen 10 und 25
°C sind Listerien peritrich begei3elt und motil @Pet al, 1988). Zudem vermehren sich
Listerien noch bei Salzkonzentrationen von 10% Na&@l pH-Werten im Bereich von pH
5,5-9,6. Die Bakterien konnen selbst NaCl-Konzeitngn bis zu 20% und langere Perioden
des Trocknens und Gefrierens mit anschlieBendentader Uberleben (Gragt al, 2006;
Seeliger, 1988). Optimale Wachstumsbedingen fltetien sind jedoch 30 bis 37 °C und ein
neutraler bis leicht alkalischer pH (Collies al, 1991; Junttilaet al, 1988; Lou and Yousef,
1997). Aufgrund dieser Eigenschaften haben Listerdie Fahigkeit, konventionelle
Methoden der Nahrungsmittelkonservierung zu uUberiebund stellen eine nicht zu
unterschétzende Gefahr als potentiell pathogenerudgbmittelkeime dar (Farber and
Peterkin, 1991; Gandhi and Chikindas, 2007; Kathar2002; Schuchait al, 1991).
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B.1.1 Listeriose

Murray et al. entdeckten 1926 nach einer Epidemie unter Kanimcine Meerschweinchen in
Cambridge erstmals Listerien in Labortieren, bdmeiten diese zundchst dBacterium
monocytogenesnd eine Erkrankung wurde lange Zeit als Zoonasschrieben (Murraget
al., 1926). Der erste Ausbruch von Listeriose beim 84ben wurde 1929 festgestellt, jedoch
erst Gray pragte 1949 den Begriff Listeriose (Scinkt al, 1983; Seeliger, 1988).

Die humane Listeriose ist eine seltene Erkrankuitgsporadischem Auftreten bei gesunden
Menschen, welche den Erreger lange unerkannt imtréatestinaltrakt tragen koénnen
(Cossart, 2007). Zu den Risikogruppen zahlen schern Frauen und ihre Foten,
Neugeborene, altere Menschen und immungeschwachersorien, wie z.B.
immunsupprimierte  Transplantationspatienten und $Hranke (Hof, 2004). Der
Gesundheitszustand der infizierten Person entsehdmbei Uber den Verlauf und Ausgang
der Listeriose. Aber auch gesunde Menschen konicennst Listerien infizieren, wenn die
aufgenommene Keimzahl grof3 genug ist, was meist deit Aufnahme kontaminierter
Lebensmittel einhergeht (Daltoet al, 1997). Wenn frihzeitig diagnostiziert, kann eine
Listerien-Infektion durch Verabreichung von Antibka erfolgreich bekampft werden
(Galinier et al, 1997; Hof, 2004; Sheehast al, 1994). Dennoch ist Listeriose von einer
hohen Mortalitatsrate gekennzeichnet, denn jedétedListeriose-Patient stirbt, da die
Antibiotikagabe durch die unklare Symptomatik und sichwierige Diagnose oft verzdgert
wird. Praktisch einsetzbare Impfstoffe fir den Maven sind bisher noch nicht verfugbar.
Die Listeriose ist unter den bekannten bakterielidaktionskrankheiten eine der tddlichsten
(Gellin and Broome, 1989; Grast al, 2006; Schuchagt al, 1991; Vazquez-Bolandt al,
2001) und hat sich auch deshalb als wichtiges Meysem fur die Vermehrung und
Pathogenese intrazellularer Bakterien allgemeihlietd (Cossart, 2007; Hamaet al, 2006;
Portnoyet al, 1992), sowie in virluenzattenuierter Form alsgeiavon Lebendimpfstoffen
(Schoeret al, 2008).

Unter der Listeriose ist kein einheitliches Kranikigild zu verstehen, sondern vielmehr ist es
ein Oberbegriff fur eine Reihe von Erkrankunger, lbeim Menschen bzw. beim Tier durch
eine listerielle Infektion ausgeldst werden kénreazu zahlen influenzadhnliche Symptome,
Gastroenteritis, Sepsis und , da die BakterienBflig-Hirn-Schranke Uberwinden kdnnen,
Erkrankungen des zentralen Nervensystems, wie Méisund Meningoenzephalitis (Dalton
et al, 1997; Grayet al, 2006; Schuchatt al, 1991). AuRerdem sind Listerien in der Lage,
die Plazentabarriere zu durchdringen, was zu Febhd Totgeburten sowie
Krankheitsibertragung auf das Neugeborene (neenhisteriose) fuhren kann (Gellin and
Broome, 1989; Lorber, 1997), wobei die Mortalitatsrzwischen 25 und 50% liegt.

Als Hauptinfektionsquelle fir den Menschen gelteontiminierte Lebensmittel wie
Milchprodukte (v.a. Kase), Gefligel, Fleisch, Fis@ber auch Obst und Gemiuise, sowie
industriell hergestellte, gekuhlte Fertigprodukiés ohne vorheriges Kochen oder Erhitzen
verzehrt werdenL. monocytogenesst ebenfalls im Kot von gesunden Erwachsenen (und
Tieren) nachweisbar, weshalb der Gastrointestaddltrein weiteres Reservoir flr den
pathogenen Keim darstellt (Farber and Peterkinl,1@llin and Broome, 1989; Schucledt
al., 1991; Vazquez-Bolanet al, 2001).
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B.1.2 Infektionsverlauf

Zahlreiche Virulenzfaktoren vorh. monocytogenesvurden schon identifiziert und auf
molekular- und zellbiologischer Ebene untersuclgratrotz des grof3en Wissens ist die
Virulenz von L. monocytogenesioch immer nicht komplett verstanden. Es fehlt die
Erkenntnis Uber die genauen Bedingungen, welch¥idigenz ausloésen.

Innerhalb der Spezids monocytogenesxistieren Unterschiede in der Virulenz, dennies g
Daten, die darauf hin deuten, dass nicht alle Stémlmich gut Listeriose auslésen kdnnen.
Von den 13 Serovaren sind die Isolate 1/2a, 1/2B¢ Lind 4b fur 98% der humanen
Listeriose Falle verantwortlich (Buchrieser, 200H{r diese stammspezifischen Unterschiede
in der Virulenz scheinen aber nicht die Hauptvinzigene vorL.. monocytogenedie Ursache

zu sein, auch wenn die Virulenzgene zum Grof3teilen nicht pathogenen Artén innocua
undL. welshimerinicht mehr vorkommen (Schmet al, 2005).

Neben dem Vorkommen als Ubigitarer UmweltkeimLisimonocytogenewie viele andere
(fakultativ intrazellulare) Krankheitserreger (z.Blycobacterium Salmonella Shigellg
Legionella und Yersinig in der Lage in eukaryotische Wirtszellen einznden, dort zu
Uberleben, sich zu vermehren und Uber die Zellgnrerfzinweg auszubreiten (Cossart and
Mengaud, 1989; Goebet al, 1988; Kreft, 1992).
Der Infektionszyklus vonlL.

monocytogenes  ist im

Mausmodell genau untersucht ;\ ) B, AcA. 60, LLO, A, Fopa
und  beschrieben  worden o

(Dussurgetet al, 2004). Die ‘2)~\

Listerien infizieren zun&chst &q

das Darmepithel und dringen (@) Lyse der vakuolenmentran;

dann durch die Enterozyten und J—

so genannte M-Zellen in das ”

darunter liegende Ilymphoide Sl

Gewebe vor (Jenseret al, (3 Inrazelllare Repikation:

Hpt (4) Intrazellulére Bewegung und Zell-Zu-Zell-Ausbre  itung:

1998; Karunasagaret al,
1997). Dort werden die
Bakterien von professionellen

Phaaozvten wie MakrophagenAbbildung 2 Infektionszyklus vo
gozyt phag beteiligten Virulenzfaktoren; (modifiziert nach (&art and Lecuit,

phagozytiert oder induzieren 1998; Tilney and Portnoy, 1989).
ihre eigene Phagozytose in

einer Reihe nicht-professionell phagozytischer efelivie Epithelzellen (Mengaudt al,
1996; Milohanicet al, 2004; Portnoyet al, 1988), Fibroblasten (Kuhat al, 1988; Suret
al., 1990), Hepatozyten (Dramsit al, 1995; Gregoryet al, 1996; Woodet al, 1993),
Endothelzellen (Drevetet al, 1995; Engelbrechet al, 1998; Paridaet al, 1998) und
verschiedenen Typen von Nervenzellen (Dramsial, 1998). Uber Blut oder Lymphe
gelangen die Listerien in ihren motilen Wirtszellschlie3lich in Leber und Milz. In der
Leber wird ein Grof3teil der Listerien von Kupffeen Zellen phagozytiert und getotet.
Dieses Stadium der Infektion ist fur den weitereprlsuf entscheidend. Gelangen die
Listerien ins Blut kdnnen sie sich auch auf and@mgane ausbreiten. Wenn sie die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden, so kommt es zu einer Entzighdier Gehirnhaut (Meningitis)
und/oder des Gehirns (Enzephalitis, zusammen: Meeimmzephalitis). Bei Schwangeren
konnen die Listerien zudem nach Uberwindung dezd?imschranke den Fotus infizieren

5%
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(Abram et al, 2003; Redline and Lu, 1988). Verschiedene eukagtoe Zellrezeptoren wie
die Komplementrezeptoren (Lecwt al, 1997), das Glykoprotein E-Cadherin (Mengaaid
al., 1996), der Met-Rezeptor fur den Hepatozytenwachstaktor (Sheret al, 2000) und
Bestandteile der extrazellularen Matrix diethésteria spp. zur Wirtszellerkennung.

B.1.2.1 Adhasion und Invasion

Internalin A und B wurden als erste listerielle teakn entdeckt, die im Zusammenhang mit
der Invasion in die Zelle stehen. Ebenfalls bege#éin der Anheftung an und Invasion in die
Wirtszelle sind die Virulenzfaktoren FbpA, Ami, Acund p60.

Die Internaline zahlen zur Multigenfamilie der LRRReteine (LRR = Leucin reiche Repeats)
und lassen sich in zwei Gruppen einteilen: diendei sekretierten Internaline und die
grof3en, oberflachenassoziierten Internaline (Bieeteal, 2007; Dramsiet al, 1993;
Dussurgett al, 2002). Die grof3en Internaline besitzen einenalttaristischen Aufbau: Sie
enthalten ein N-terminales Signalpeptid, zwei Repsgionen (A und B), von denen die
Repeat-Region A LRRs enthalt. Die Leucin-reicherpés sind vermutlich an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt. Am C-terminalen dén befindet sich bei allen grof3en
Internalinen, aufer InIB, ein LPXTG-Motiv, was kdést mit dem bakteriellen
Peptidoglykan verkntpft ist und so der Verankerdmemt (Lecuitet al, 1997).

Internalin A (InlA) ist ein 88 kD schweres Oberflachenproteinrdmwom inlA-Gen codiert
und besitzt den fir grol3e Internaline typischenb&uf (Eiting et al, 2005). E-Cadherin
wurde als spezifischer eukaryotischer Rezeptodéisr Protein InlA identifiziert. Dieses €a
abhangige Adhéasionsmolekdl wird vor allem in egidtlen Geweben, wie Haut, Leber und
im Intestinaltrakt exprimiert. Die LRR-Region vonlA interagiert wahrscheinlich mit der
ersten extrazellularen Doméane von E-Cadherin, wasAdhéasion vorL. monocytogenean
die Wirtszelle fuhrt (Lecuitet al, 1999). Die Invasion wird durch die zytoplasmdiisc
Doméane des E-Cadherins vermittelt und fuhrt veritlutlzum Rearrangement des
Aktinzytoskeletts Ubemn- und B-Catenine (Mengauet al, 1996). InlA-negative Mutanten
sind nicht mehr in der Lage, in Caco-2-Enterozytanpenetrieren. Umgekehrt erzielt man
durch das Einbringen deslA-Gens in die nicht-invasive, apathogene Artinnocuadie
Fahigkeit der Invasion in Caco-2-Zellen (Milohaeical, 2004).

Bei Internalin B (InIB) handelt es sich um ein 65 kD schweres mmotmit grof3en
strukturellen Homologien zu InlA (Dramst al, 1995). Am C-Terminus finden sich an Stelle
des LPXTG-Motivs mehrere hintereinander angeordne®Repeats, die als
Zelloberflachenanker (Csa = Cell surface anchongieren. Diese Domane vermittelt die
Anheftung von InIB an die bakterielle Oberflacheetiblie Teichon- oder Lipoteichonsauren
der bakteriellen Zellwand (Lecudt al, 1997). Fur die Invasion ist wie bei InlA die LRR-
Region ausreichend. Die Bindung von InIB an seiRezeptor, die Met-Rezeptor-Tyrosin-
Kinase, auf der Wirtszelloberflache fuhrt zur Akérung der Phosphatidylinositol (PI) 3-
Kinase (Iretonet al, 1999; Shenet al, 2000). Diese Kinase ist an der Kontrolle des
Aktinzytoskeletts beteiligt und bewirkt dadurch eieffiziente Aufnahme in epitheliale
Zellen. InIB-negative Mutanten zeichnen sich dugate verringerte Virulenz aus und kénnen
nicht mehr in Hepatozyten und in einige Epithelze#n eindringen (Lingnaet al, 1995).

Weitere Vertreter der grol3en, oberflachengebundémemaline vorL. monocytogenesind

die Internaline C2, D, E, F, G und H. Die Gene elidaternaline sind in drei weiteren Loci
organisiert und werden PrfA-unabhangig exprimiektl diese Internaline weisen die
typischen Merkmale der groR3en oberflachengebundémtemnaline auf und sind bis auf
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abweichende Anzahl an Repeats ahnlich wie Internaliaufgebaut. Die Funktion dieser
sechs Internaline ist bisher noch unklar. Es koaer gezeigt werden, dass die Invasion in
Saugerzelllinien durch eine Deletion deB5HE Genclusters beeinflusst wird (Bergmagin
al.,, 2002). Das ganz neu identifizierte Internalin rdwin vivo nur unter spezifischen
Bedingungen exprimiert und wirkt als Adhesin (Saddedl, 2008).

Internalin C (InlC oder IrpA) ist der Prototyp der kleinen, sefierten Internaline vor.
monocytogeness besitzt ein Molekulargewicht von 30 kD unddvim Gegensatz zu den
grof3en Internalinen ausschliel3lich im Kulturiberdtgefunden. Im Allgemeinen besitzen
die kleinen Internaline am N-Terminus ein Signatgepnd eine Region aus Leucin-reichen
Repeats, die von zwei hoch konservierten Bereiflamkiert wird. Zudem fehlt ihnen die C-
terminale Membranankersequenz. Es wird vermutets dialC in einer spateren Phase der
Infektion eine Rolle spielt, da bei entsprechen@etetionsmutanten zwar eine reduzierte
Virulenz, jedoch normale Invasivitat beobachtet adeu(Engelbrechet al, 1996; Lingnauet

al., 1996). Die Expression vomlC ist PrfA-abhangig und es wird, wie die meistenAPrf
abhangigen Gene im Zytoplasma der Wirtszelle, Ylemmain der spaten Phase der Infektion,
der Zell-zu-Zell-Ausbreitung, exprimiert. Die Unsechung einernnlC-Deletionsmutante
zeigte jedoch keinen Defekt in der interzellularéerbreitung vonL. monocytogenes
(Engelbrechtet al, 1996). Durchn vitro Transkriptionsassays konnte nachgewiesen werden,
dassnIC auch einen PrfA-unabhangigen Promotor besitzt @iuel, 2004).

Das extrazellulare, 60 kD schwere Prote@®, ist ein weiterer bakterieller Faktor, der an der
Invasion von nicht-professionell phagozytischenletelbeteiligt ist. Es wird voniap-Gen
(invasionassociatedprotein) codiert und PrfA-unabhangig exprimiert (lderet al, 2001;
Wuenscheet al, 1991). Das p60-Protein ist ein basisches Prateireiner hohen positiven
Ladung. Man findet p60 zum Teil oberflachengebundisr Hauptteil wird jedoch in das
Medium sekretiert (Kuhn and Goebel, 1989; Ruhlatdal, 1993). p60 konnte in allen
ListeriaArten nachgewiesen werden und besteht aus einm@&blen mittleren Region und
hoch konservierten C- und N-terminalen Bereicheprlgt et al, 2001; Wuenscheet al,
1991). Die variable Region ist charakteristischjétteListeria-Art. Das p60-Protein scheint
eine Rolle bei der Invasion in bestimmte Zelltymenspielen, da spontan auftretende Rauh-
Mutanten vorlL.. monocytogenesine verringerte Adharenz an und Invasivitét irsgbiedene
Zelltypen, sowie eine verminderte Virulenz zeigBiese R-Mutanten sind durch eine raue
Kolonieoberflache und gleichzeitig eine stark verd@rte p60-Produktion gekennzeichnet
(Galinier et al, 1997; Kuhn and Goebel, 1989). Zudem scheint p6thtyg fur die
intrazellulare Bewegung und Zell-zu-Zell-Ausbreigun Eine Aiap-Mutante war im
Mausmodell stark attenuiert, da kein Aktinschwedlmausgebildet werden konnte (Stritzker
et al, 2004).

ActA st ein listerielles Oberflachenprotein, das vesamtlich ist fur die Aktin-vermittelte
bakterielle Bewegung und die Ausbreitung von ZelleZelle (siehe B.1.2.3) (Brundage
al., 1993; Chakrabortyet al, 1992b). Es konnte zudem gezeigt werden, dass AbA
bakterieller Ligand ist, der die Erkennung des HS®&Zeptors auf verschiedenen
Wirtszellen vermittelt. Heparansulfat-Proteoglykan@giSPG) sind Bestandteile von
extrazellularer Matrix und Plasmamembranen mit uitégier Verbreitung in eukaryotischen
Zellen. Sie befinden sich sowohl auf professiomells auch auf nicht-professionellen
Phagozyten. Das Oberflachenprotein ActA besitzts@inem N-terminalen Bereich ein
Heparansulfat (HS)-Bindungsmotiv und mehrere Clugtsitiv geladener Aminosauren, die

19



Einleitung

als HS-Bindedomanen fungieren kdnnten. UntersuachiuragactA-Mutanten haben gezeigt,
dass diese in ihrer Adharenz und Invasivitat aufdrider veranderten HS-Erkennung
beeintrachtigt, wenn auch nicht vollstandig defetren (Alvarez-Domingueet al, 1997).
Weitere Analysen offenbarten, dass die Deletionat#s-Gens in einem hyperinvasiven
monocytogeneStamm zu einem starken Rickgang der Invasionsraipithelzellen fuhrte.
Zudem konnte die normalerweise nicht-invashusteria-Art L. innocuadurch heterologe
Expression deactA-Gens in Epithelzellen eindringen (Suaetal, 2001).

Das Fibronectin-bindende Protein AbpA) besteht aus 570 Aminosauren, wird ibpA
(Imo1829 codiert und PrfA-unabhangig transkribiert. FbpArdmrotz fehlenden typischen
Signalpeptids auf der listeriellen Oberflache exypert. Ein zweiter SecA-Transporter, der
auch Proteine ohne Signalpeptid beférdert, konateler Sekretion beteiligt sein (Leetal,
2003). Das Protein bindet an der Oberflache detsagtle an unbewegliches Fibronectin und
vermittelt so die Adharenz an Hep-2 Zellen. Zudeteragiert FopA mit LLO und InIB. Es
scheint diese Proteine als eine Art Chaperon vonaReierung zu schitzen und/oder
verstarkt den Sekretionsprozess dieser spezifisthaenenzproteine. Eine Interaktion mit
weiteren Virulenzfaktoren wurde bisher noch nickitegjgt (Dramset al, 2004).

Als weiteres listerielles Oberflachenprotein, dés Aldhdrenz an Wirtszellen vermittelt, gilt
das Autolysin AmidaseAmi). Dieses 917 Aminosauren grol3e Protein besitz¢ eiem
Autolysin Atl von Staphylococcus aureughnliche aminoterminale Doméane und eine
Zellwand verankerte carboxyterminale Domane auszbischt GW Modulen (Dussurget
al., 2004). Als Besonderheit ist Ami serovarspezifiamd ami Deletionsmutanten sind
virulenzattenuiert. (Milohaniet al, 2000; Milohanicet al, 2001; Milohanicet al, 2004).

Ein ebenfalls in jungster Zeit entdeckter Viruleaktbr fir die Invasion in nicht
phagozytierende Zellen ist das vaut-Gen codierte 572 Aminosauren groReto, welches

in L. innocua nicht vorkommt. Es besteht aus seiner Signalseguemer N-terminalen
Autolysin Doméane und einer C-terminalen Zellwandwderungsdomane aus vier GW
Modulen. Das Oberflachenprotein Auto besitzt auistyhe Aktivitat und wird PrfA
unabhangig codiert. Eireut Deletionsmutante zeigt nur noch geringe Invasi{itiabane®t
al., 2004).

In den nicht pathogendristeria Arten findet man das PrfA regulierte Geip nicht. Vip ist
ein Oberflachenprotein mit LPXTG Motiv, wird von &&se A an die listerielle Zellwand
verankert und ist erforderlich fir die Invasion minige Zelllinien. Das auf dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) befindliche Chap&sp96 ist der zellulare Rezeptor fur
Vip. Diese Interaktion zwischen Vip und Gp96 schemchtig fur die Invasion vori.
monocytogeneis bestimmte Zellen (Cabanesal, 2005).

Bevor pathogene Listerien in Darmzellen eindringgimnen sind sie oft Gallensalzen
ausgesetzt, welche antimikrobielle Eigenschaftesitben. Im Gegensatz zu den nicht
pathogenen Arten codiekt monocytogeneBSH (bile salt hydrolase), eine PrfA abhangige
Gallensalzhydrolase. BSH wird unter sauerstoffarrBeiingungen aktiver und eingsh
Deletion fuhrt zu geringerer Resistenz gegen Gsdlze in Meerschweinchen (Dussurgéet
al., 2002).

B.1.2.2 Uberleben im und Entkommen aus dem Phagosom

Nach Eindringen in die eukaryotische Wirtszelledsunrulente Listerien im Phagosom den
antibakteriellen Mechanismen des Wirts ausgeséilzérleben aber zu einem gewissen
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Prozentsatz auf Grund aktiver bakterieller Abwelohamismen und kdnnen schlielich in
das Zytoplasma der Wirtszelle entkommen. Fur dakdammen aus dem Phagosom werden
mehrere Proteine bendtigt.

Schon kurze Zeit nach Aufnahme vbnmonocytogenems Phagosom kommt es zu dessen
Ansauerung und es werden groRe Mengen reaktivaar&atfmetabolite (wie t0,, O,, OH

und HOCI) gebildet, die innerhalb weniger Minutear ZAbtotung avirulenter Bakterien
fuhren. Listerien verfigen jedoch Uber die EnzymapeBoxid-Dismutase SOD) und
Katalase mit deren Hilfe sie die toxischen Sauerstoffvedningen in unschadliche
Endprodukte umwandeln kénnen (Breletnal, 1992). Da diese Enzyme an der bakteriellen
Verteidigung gegen die Abwehrmechanismen der ewkischen Wirtszelle beteiligt sind,
konnen sie als mdgliche Virulenzfaktoren vhisteria angesehen werden (Goelsl al,
1988). In Versuchen konnte gezeigt werden, das®lsiottatalase- als auch SOD-negative
Mutanten in ihrer Virulenz nicht beeintrachtigt war Nur eine Doppelmutante zeigte eine
deutlich verringerte Virulenz (Brehet al, 1992).

Fur das Uberleben in der phagozytischen Vakuol&tigiriisteria eine an die im Phagosom
vorliegenden Stressbedingungen angepasste Antwhrtchgefihrt von konservierten
Proteinen, die unter diesen widrigen Umstanden ymedt werden. Es konnte eine Gruppe
von Virulenz-assoziierten Stressproteinen idendéfiz werden Clp-Familie), die am
Uberleben im Phagosom und dem Entkommen ins Zydomabeteiligt sind. Zu diesen
zahlen ClpB, ClpC (ATPase), ClpE und ClpP (Protgadie vom negativen Regulator CtsR
kontrolliert werden. Fur ClpC und CIpE konnte getewerden, dass ein Hitzeschock
(Wachstum bei 42°C) zu einer verstarkten Produkti@ser Stressproteine fuhrte (Chastanet
et al, 2004; Nairet al, 1999; Nairet al, 2000; Rouquettet al, 1996; Rouquettet al, 1998;
Wawrzynowet al, 1996).

Ein entscheidender Faktor fir das Entkommen aus leagosom istlas Listeriolysin O
(LLO), ein extrazellulares, Cholesterol-abhangiges, nimigendes Protein. Es gehort zur
Familie der SH-aktivierbaren Zytolysine mit optimaWirkung im sauren Bereich (pH 5,5).
Zudem ist LLO nur in einem engen pH-Bereich zwisclpél 4,5 und 6,5 aktiv, was eine
Listeriaspezifische Anpassung an das saure Milieu im Pd@godarstellt (Andrews and
Portnoy, 1994; Geoffrowet al, 1987; Kayal and Charbit, 2006). Daneben verhindess,
dassL. monocytogeneandere Bestandteile im Zytoplasma der Wirtszedlechadigt und
damit sein intrazellulares Uberleben gefahrdet (Begardet al, 1997). Das Listeriolysin
LLO besitzt ein Molekulargewicht von 58,6 kD undrevivom PrfA-regulierten Geinly
codiert (Domann and Chakraborty, 1989; Leimeistereteret al, 1990; Mengaucet al,
1987; Mengauckt al, 1988). Das Listeriolysin-Gehly war die erste Virulenzdeterminante,
die in Listeria spp. identifiziert (Katharioet al, 1987) und sequenziert wurde und fihrte zur
Entdeckung des chromosomalen Virulenzgenclustdr®. ist ein essentieller Virulenzfaktor
und spielt vermutlich eine Schlusselrolle beim Bntknen vonListeria aus dem Phagosom
infizierter Zellen (Cossart and Mengaud, 1989; Mdaoicet al, 2004). Nach der Aufnahme
in die eukaryotische Wirtszelle wird innerhalb densten 30 Minuten die phagosomale
Membran durch das Listeriolysin zerstort. Hierbenbtzt LLO, wie alle SH-aktivierbaren
Zytolysine, Cholesterin als primaren Rezeptor aef @ukaryotischen Membran. Nach
Rezeptorbindung kommt es durch Zusammenlagerungbi®mrzu 70 LLO-Monomeren zur
Bildung eines Transmembran-Komplexes mit einer dgdilen Pore. Eine genltigend grol3e
Zahl solcher Poren fiihrt zu einem ZusammenbruchHvidenbran und damit zur Freisetzung
der Listerien ins Zytoplasma (Kreft, 1992; Kiénal, 1988). Bei der Ausbreitung von Zelle
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zu Zelle spielt LLO eine vergleichbare Rolle undfigr das effiziente Entkommen aus der
sekundaren Vakuole mit Doppelmembran verantwor(ii@addeet al, 2000).

Weitere Untersuchungen zeigen, dass Listeriolysinveédmutlich ein multifunktioneller
Virulenzfaktor ist, der neben der Zerstérung deaggsomalen Membran viele verschiedene
Aufgaben in der Interaktion zwischen Wirt und imgizndem Bakterium besitzt. So kann
LLO eine Reihe von Wirtszellantworten auslosen, wdie Induktion der Zellproliferation,
Apoptose oder Zytokinexpression und die damit vedeme Immunantwort, sowie die
Beeinflussung des Zellstoffwechsels und der Sigamasiduktion der Wirtszelle (Demutt

al., 1994; Guzmaret al, 1996; Kuhn and Goebel, 1994; Nishibeti al, 1996; Vazquez-
Bolandet al, 2001; Weigleiret al, 1997).

Die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholip&gPI-PLC) ist ein 33 kD schweres,
sekretiertes Protein, das eine hohe Substratsige4ifr Phosphatidylinositol (P1) besitzt. Es
wird vom GenplcA codiert, ist PrfA-reguliert (Camillet al, 1991; Leimeister-Wé&chteat al,
1991; Mengaudet al, 1991) und ist am Entkommen vdn monocytogenesus dem
Phagosom beteiligt. Untersuchungen an nicht-hamchgn (hly) Mutanten zeigten, dass
diese in geringem Mal3e noch aus dem Phagosom emon(Portnoyet al, 1988). Dies
legte den Schluss nahe, dass neben LLO weitereofeak{z.B. PI-PLC) an der Lyse des
Phagosoms beteiligt sind. Zudem konnte gezeigt everdiass PI-PLC ein pH-Optimum
zwischen 5,5 und 6,5 besitzt, was vermuten lasasss dliese Phospholipase ahnlich wie
Listeriolysin O im angeséauerten Phagosom aktiyGstidfine and Wadsworth, 2002).

Der Vergleich vormplcA- und plcB-Einzel- und Doppelmutanten zeigte schlief3lich,sddas
Fehlen von PICA nur zu einer geringen Virulenzmmitdg und einem leichten Rickgang
beim Entkommen aus dem Phagosom fiihrte. Die ZeledllAusbreitung wurde aber nicht
beeinflusst. Das Fehlen von PIcB wirkte sich dageme einer starkeren Minderung der
Virulenz und einer mangelhaften interzellularen Brfeitung aus, wohingegen das
Entkommen aus dem priméren Phagosom nicht beestfiwsirde. Die Doppelmutante
schlie3lich zeichnete sich durch eine stark veremitedVirulenz aus und war zudem stark
beeintrachtigt beim Entkommen aus dem primaren &g und der Zell-zu-Zell-
Ausbreitung (Marqui®t al, 1995; Smithet al, 1995a; Vazquez-Bolanet al, 2001).

Somit konnte PI-PLC durch Hydrolyse membranstandigeoteine den Zugang zur
phagosomalen Membran und damit die Lyse des Phaggodarch LLO erleichtern (Sheehan
et al, 1994).

B.1.2.3 Vermehrung und Verbreitung im Zytoplasma

Nach dem Verlassen des Phagosoms kommt es im Zgtopl der Wirtszelle zu einer
Vermehrung der Bakterien. Zudem wird das Wirtskélta rekrutiert und zu einem
Aktinschweif geformt. Mit Hilfe dieses Aktinschwesikénnen sich die Bakterien intrazellular
fortbewegen und benachbarte Zellen infizieren.

Dashpt-Gen kodiert fur den Hexosephosphat-Transportersgmifikante Homologien zum
Glucose-6-Phosphatase-Enzym-Komplex bei Saugerwegstf (Goetz et al, 2001). In
Saugern dient der Enzym-Komplex dem Transport varc@se-6-Phosphat vom Zytosol in
das Endoplasmatische Reticulum, wo es zur UmwagdlonGlucose kommt. Es konnte
gezeigt werden, dass die zwei pathogenen Listéréam L.monocytogenesndL.ivanoviiin
der Lage sind, Glucose-1-Phosphat zu verwertenreméhdie nicht-pathogenen Arten dazu
nicht fahig sind. Die Glucose-1-Phosphat-Verwertursg strikt PrfA-abhangig, wird
zusammen mit den anderen Virulenzfaktoren PrfA-abltf reguliert und steigert das
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bakterielle Wachstum, ohne die Virulenzgenexpressia reprimieren. Hepatozyten, die
einen der hochsten Prozentsatze (8%-10%) an Glycoge dessen Abbauprodukt Glucose-
1-Phosphat besitzen, spielen daher eine entsclisdRalle in der Pathogenese der Listerien
(Ripio et al, 1997). Ein Verlust der Hpt-Produktion resultiart einer verringerten
Replikationsrate im eukaryotischen Zytosol (Gaettal, 2001).

Das Gen actA codiert das 67 kD schwere ProteidctA, das Uberwiegend
oberflachengebunden vorliegt, aber auch im Kultarétand nachgewiesen werden kann.
ActA ist an der Invasion eukaryotischer Wirtszellegteiligt (siehe B.1.2.1), vor allem aber
ist es als einziges listerielles Protein entscheddéir die Fortbewegungsfahigkeit der
Listerien im Zytoplasma der Wirtszelle (Lambrechtsal, 2008). ActA besitzt ein typisches
N-terminales Signalpeptid, einen Mittelteil bestatheaus Prolin-reichen Repeats und eine
hydrophobe C-terminale Region, die als Membranariyagiert. Mindestens zwei dieser
Bereiche sind essentiell fur die Wirkung von Actét N-terminalen Bereich findet sich eine
Region, die notwendig fur die Nukleation von Akiiamenten und die damit verbundene
listerielle Fortbewegung ist. Im Mittelteil des R¥ms liegt eine Prolin-reiche Repeat-Region,
die direkt an VASP (vasodilator-stimulated proteimd das VASP-Homolog Mena bindet
(Chakrabortyet al, 1992b; Dramset al, 1993; Mandinet al, 2005; Niebuhret al, 1997;
Pistor et al, 1994; Pistoret al, 1995). Neueste Untersuchungen ergaben, dass diERS
(untranslated region) voactA erforderlich ist fir die maximale Synthese an Actst ein
Schwellenwert an ActA erreicht, wird die Aktinpolgmisation unterstitzt (Wong and Freitag,
2004).

ActA ist mit seiner C-terminalen Region in der kaiallen Zellwand verankert und ragt ins
Zytoplasma der Wirtszelle, wo es zu Wechselwirkunget Bestandteilen des Zytoskeletts
kommen kann (Dramset al, 1993; Niebuhret al, 1993). Zusatzlich zur Prolin-reichen
Repeat-Region besitzt ActA Konsensussequenzen ZouospRorylierung durch die
Caseinkinase Il. Es konnte auch gezeigt werders dasA im Zytoplasma eukaryotischer
Zellen phosphoryliert wird, genaueres ist jedocbmoicht dartiber bekannt (Brundaggeal,
1993). Der Mechanismus, mit dem ActA die Aktinpobmsation induziert, konnte
mittlerweile teilweise aufgeklart werden. Sobald Histerien aus dem Phagosom entkommen
sind, werden sie von einem Saum aus zellularennAldmenten umgeben, die nach zwei
Stunden zu einem kometenartigen Aktinschweif ("cotad") reorganisiert werden (Tilney
and Portnoy, 1989). Das Oberflachenprotein ActAiistbei der einzige listerielle Faktor, der
fur die Rekrutierung von Aktinfilamenten der Wirgdle bendtigt wird (Pistoet al, 1994).
Untersuchungen aactA-Mutanten haben gezeigt, dass diese nicht mehArzbéufung von
Wirtszellaktin auf der Bakterienoberflache befahgyhd (Dramsiet al, 1993). Weitere
Versuche zeigten, dass ActA essentiell fir die Akirmittelte Fortbewegung der Bakterien
ist (Vazquez-Bolanett al, 2001). ActA befindet sich vor allem an einem gell Hier findet
eine kontinuierliche Einlagerung von Aktinmonomeratatt und der sich bildende
Aktinschweif driickt das Bakterium mit bis zu 1,5 fgrm Richtung des ActA-freien Zellpols
vorwarts (Dabiriet al, 1990; Dramskt al, 1993; Mounieret al, 1990; Sangeet al, 1992;
Smith et al, 1995b; Therioet al, 1992). Bisher ist noch nicht vollstandig gekl@ ActA
die Aktinpolymerisation durch direkte Interaktionitndem Wirtszellaktin bewirkt oder
indirekt Uber einen zellularen Nukleator, denn Bing von ActA an globulares (G-) Aktin
konnte nur in einigen Untersuchungen nachgewieserdem. Seither wurde eine Reihe
Aktin-bindender Wirtszellproteine identifiziert, ei mit dem Listerien-induzierten
Aktinschweif assoziiert sind. Hierzu zdhlen untaderem Fimbrin, Tropomyosin, Filamin
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und Arp2/3. Experimente zeigten, dass der N-Terswwan ActA mit dem Arp2/3-Komplex
interagiert, was zu einer deutlichen Verstarkung Aldinnukleation fiihrt. Dieser Komplex
ist der bis jetzt einzig bekannte essentielle Hattes Wirtszelle, der fir die Aktin-vermittelte
Fortbewegung der Listerien bendtigt wird (Loistlal, 1999; Vazquez-Bolandt al, 2001;
Welchet al, 1998; Zalevskt al, 2001). Zudem ermdglicht ActA Listerien die Ubeequng
der fetalen Plazentamembran (Le Monraeal, 2007).

B.1.2.4 Zell-zu-Zell-Ausbreitung

Durch Aktinpolymerisation und Ausbildung eines Aldchweifs konnen sich Listerien im
Zytoplasma der Wirtszelle fortbewegen und von ZelleZelle ausbreiten. Gelangen sie an
die Peripherie der Wirtszelle, werden sie Uber gepadienartige Ausstllpungen von der
Nachbarzelle endozytiert und gelangen so in eines "Wirtszelle. Hier sind die Bakterien
jedoch noch von einer Doppelmembran umgeben. Nagte Ldieser zwei Membranen
entkommen die Listerien wieder in das Zytoplasmd kidnnen einen neuen Vermehrungs-
und Verbreitungszyklus beginnen.

Die Lecithinase ist eine weitere Phospholipase C vibn monocytogenesDas plcB-Gen
codiert ein 33 kD schweres Proenzym (inaktive Foriig PC-PLC vorL. monocytogenes
besitzt ein breites Wirkungsspektrum und hydrolgsiaicht nur Phosphatidylcholin
(Lecithin), sondern auch Phosphatidylserin (PS)psphatidyl-ethanolamin (PE) und in
geringem Mal3e Sphingomyelin. Phosphatidylinosi®d) (vird allerdings nicht oder nur sehr
schwach hydrolysiert. Die Lecithinase ist Zink-abgi@g und Uber einen weiten pH-Bereich
(pH 5,5 - 8,0) aktiv (Geoffroet al, 1991; Goldfine and Wadsworth, 2002; Vazquez-Badlan
et al, 1992). Das Enzym wird als inaktives Proenzym KBS sekretiert, um Schaden an
bakteriellen Membranen zu vermeiden. Durch dieefistle Metalloprotease wird die
Lecithinase dann in die aktive Form (29 kD) uUberfi(Geoffroy et al, 1991; Poyaret al,
1993). Untersuchungen an InsertionsmutantemplcB-Gen zeigten, dass diese Mutanten in
ihrer Virulenz verringert waren und sich nicht mehbenachbarte Zellen ausbreiten konnten.
Es konnte nach einer Infektion eine Anh&ufung vomktBrien in Vesikeln mit
Doppelmembran beobachtet werden. Beim eventuellatkoBhmen aus dem priméren
Phagosom waren sie allerdings nicht vom Wildtypaterscheiden (Smitét al, 1995a). Die
Lecithinase scheint also hauptsachlich fur ein&iefite Lyse des sekundaren Phagosoms
wichtig zu sein und ist mit verantwortlich, dasshsListerien tUber die Zellgrenzen hinaus
effektiv ausbreiten und vermehren kdnnen.

Produkt desmplGens ist die Zink-abhangigdetalloprotease von L. monocytogenesin
57,4 kD schweres Enzym mit einer N-terminalen Sggguenz und groRer Homologie zu
sekretierten Metalloproteasen anderer BakterienKuturiberstand findet man ein 60 kD
grofRes mptProdukt, das wahrscheinlich eine inaktive Profodar Protease darstellt
(Mengaudet al, 1991). Mutanten mit Transposoninsertion mpkGen waren durch eine
reduzierte Virulenz und eine geringere Lecithinasdpktion gekennzeichnet. Im
Kulturiberstand dieser Bakterien fand man nur nodle 33 KkD-Proform des
Lecithinasepolypeptids. Diese Beobachtung legte dlermutung nahe, dass die
Metalloprotease fur die Reifung der PC-PLC bendtigtl und diese erst nach proteolytischer
Spaltung der inaktiven 33 kD-Form in das aktiveKEBEnzym Uberfihrt. Diese Annahme
konnte durch Komplementationsstudien bestatigt ere{iPoyaret al, 1993; Raveneaet al,
1992). So ist die Zn-abhangige Metalloprotease mdest durch ihre Wirkung auf die
Lecithinase an der Virulenz vdn monocytogeneseteiligt.
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B.1.3  Genetische Organisation der Virulenzfaktoren von L.
monocytogenes

Fur die erfolgreiche Invasion, das Uberleben inakérider eukaryotischen Wirtszelle und die
Ausbreitung im infizierten Organismus benétigtmonocytogenedie zuvor beschriebenen
Virulenzfaktoren, welche gro3tenteils in einem \@nzgencluster angeordnet sind (Portnoy
et al, 1992). Die koordinierte Expression der meistesser Virulenz-assoziierten Gene wird
durch den positiven Regulationsfaktor A (PrfA) katitert, der selbst Bestandteil des
Clusters ist (Chakrabortet al, 1992a). Da dieses Virulenzgencluster Merkmaleerein
Pathogenitatsinsel aufweist wird es &lsteria Pathogenitatsinsel 1 (LIPI-1) bezeichnet
(Kreft et al, 2002). Die meisten Virulenzgene vhnmonocytogenesefinden sich in dieser
9,6 kb grof3en, chromosomalen Region. LIPI-1 bestelien dem Gehly aus demplcA-
prfA-Operon und dem 5,7 kb grof3en Lecithinase-Operas,die Genenpl, actA und plcB
sowie zwei weitere offene Leseraster (ORFX undf)ekannter Funktion enthélt (Mengaud
et al, 1991; Vazquez-Bolandt al, 1992). Das Virulenzgencluster ist zwischen deiddye
Genen prs und Idh (kodieren fir Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Syngetabzw.
Laktatdehydrogenase) lokalisiert und in den pathegeArtenL. monocytogenes. ivanovii
und dem apathogenén seeligerizu finden (Kreftet al, 2002; Schmickt al, 2005; Vazquez-
Boland et al, 2001a). LIPI-1 vori. ivanoviiist vor allem wegen des langereactA Gens
etwas grofRer und besitzt etwa 75% Identitat zu-LIRbn L. monocytogenefGouin et al,
1994; Vazquez-Bolandt al, 2001a). LIPI-1 vor.. seeligeriweist einige Besonderheiten auf.
Die einzelnen Virulenzgene sind zwar intakt, werdedoch aufgrund verschiedener
Insertionen nicht ausreichend transkribiert (Goetiral, 1994). Durch die Einfihrung eines
plasmidkodierterplcA/prfA-Gens vorL. monocytogenes L. seeligerikdnnen auch dort die
Virulenzgene exprimiert werden (Karunasaghal, 1997).

Neben den im Virulenzgencluster befindlichen Genearden noch weitere listerielle
Virulenzgene durch PrfA reguliert. Hierzu zahlernarranderem die InternalingemdA, inlB
undinlC, die jedoch in anderen Bereichen des Chromosageini Sowie die Gene fur den
Hexosephosphat-Transportapt (Goetz et al, 2001) und die Gallensalz-Hydrolassh
(Dussurgett al, 2002).

Die PrfA-kontrollierten Gene sind wie in Abbildur®) gezeigt transkriptionell organisiert
(Chakrabortyet al, 1992a; Mengauet al, 1991; Scorttet al, 2007): Die Transkription von

Abbildung 3: Transkriptionelle

- . . . Organisation der PrfA-

,i, abhangigen  Virulenzgene in
L. monocytogenes

Die dicken Pfeile stellen die

Virulenzgene dar. Uber den

jeweiligen Genen sind die
zugehorigen  Transkripte  als

dinne  Striche gezeigt; =
beschreibt die transkriptionelle
b Induktion durch PrfA und P alle
bekannten Promotoren (Scorti
¥ ) ) al., 2007).
JlliJiLi hly M mpl >—I‘—| actA 77

LIPI-1
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plcA erfolgt entweder monocistronisch oder zusammenpmni& bicistronisch.prfA selbst
kann zudem monocystronisch von den zwei upstreagetiden PromotoreprfAp, und
prfAp, transkribiert werden, wobei die Transkription yamfAp, sigB abhangig gestartet wird
(Nadon et al, 2002). Das Genhly wird von zwei PrfA-abhangigen Promotoren in
monocistronische mMRNA Uberfuhrt. Es existiert afgch ein PrfA-unabhangiger Promotor,
der zur Produktion geringer Mengen ldg-Transkript fihrt (Domanmet al, 1993). Die Gene
des Lecithinase-Operonmpl, actA plcB, ORFX und Z) werden gemeinsam und in gleicher
Richtung wiehly transkribiert. Neben der polycistronischen mRNAeurKontrolle desnph
Promotors findet man jedoch auch ein monocistroi@scmplTranskript und eine
bicistronische mMRNA fuactA und plcB (Bohneet al, 1994; Freitaget al, 1992). Die Gene
fur die grol3en Internaline A und B sind in eineme@m organisiert, das auferhalb des
Virulenzgenclusters liegt. Ihre Transkription egbin Form von monocistronischelA- und
bicistronischerinlA/B-mRNA Uber mehrere Promotoren, die nur zum TeilARabhangig
sind.Zudem wird die Transkription durch die Wachstumgteratur und -phase, sowie das
Wachstumsmedium (BHI bzw. MEM) reguliert (Dranesial, 1993; Engelbreclst al, 1996;
Lingnau et al, 1995). Das Gen fur das kleine InternalMC wird als monocistronische
MRNA von einem PrfA-abhangigen Promotor und moégialeise auch PrfA-unabhéngig
transkribiert (Engelbreclet al, 1996).

B.2 Der zentrale Virulenzgenregulator PrfA

Als Antwort auf eine sich verandernde Umwelt, idfedentielle Genregulation fir einen
Organismus wichtig, um seine Ressourcen effektinsetzen zu konnen. FUL.
monocytogenesst der positive Regulationsfaktor A (PrfA) alsnmmler Regulator der
Virulenzgene in der Pathogenese von entscheideBddeutung (Grayet al, 2006), denn
eine PrfA-negative Mutante zeigt keine Expressiar dIPI-1 Gene und ist avirulent
(Chakrabortyet al, 1992b). VirR ist ebenfalls ein Regulationsfaktord.. monocytogenes
jedoch bei weitem nicht so bedeutend wie PrfA, dentrale Regulationsfaktor der
Virulenzgene (Kreft and Vazquez-Boland, 2001; Lastex-Wachteret al, 1990; Mandinet
al., 2005).

Sowohl in Struktur als auch Funktion zeigt PrfA eoAhnlichkeiten mit Proteinen der
Crp/Fnr-Familie (Lampidiset al, 1994) und ist damit eines von wenigen bekannten
Mitgliedern dieser Familie in Gram-positiven Balger Diese Proteinfamilie von DNA
bindenden Transkriptionsregulatoren hat ihren Nawten cAMP-Rezeptor-Protein (Crp) aus
Escherichia coli und der Fumarat-Nitrat-Reduktase (Fnr). Crp &t zentrale Regulator der
Katabolitrepression, wahrend Fnr fir die Anpasswamg anaerobe Umweltbedingungen
verantwortlich ist (Spiro and Guest, 1990). Die stem Vertreter dieser Proteinfamilie sind
positiv regulierende Faktoren. Charakteristisch dsieine N-terminale Nukleotid-
Bindungsdoméne und ein C-terminales HTH-Motiv, flasdie Bindung an die Ziel-DNA
verantwortlich ist. Mit Hilfe der Crp-Fnr Regulagsr konnen Bakterien auf eine grol3e
Auswahl von Signalen und Umweltreizen reagierenrfi€¢det al, 2003).

B.2.1 Crp

Crp stellt den Prototyp aller Trankriptionsfaktoréer Crp/Fnr-Familie dar und dient daher
als Vergleichsprotein zu PrfA. IB. coli und anderen Gram-negativen Bakterien ist Crp der
Hauptregulator in der Kohlenstoff-Katabolitrepress{(CCR). Crp aktiviert die Translation an
Promotoren von lber 100 verschiedenen Operons undgéicht es den Bakterien so bei
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Glucosemangel alternative Kohlenstoffquellen
Zu nutzen, wie z.B. Lactose oder Galactose. Crp
liegt als 47 kDa schweres Homodimer aus

Crp/cAMP
[/

jeweils 209 Aminosaureresten vor (Hogemia P ’
al., 1998) und bindet nach Anstieg des S A
intrazellularen cAMP-Spiegels im N-terminalen fij
Bereich zwei Molekile cAMP. Der N-terminale P i
Bereich von Crp formt eine Reihe vop- Fod \"',@,I \
Faltblattern aus, die durch konservierte - ‘5 f!
Glycinreste voneinander getrennt sind, sowie o ="

eine alpha-helikale Region. Das DNA-
Bindungsmotiv von Crp liegt im C-terminalen Abbildung 4 Struktur von Crp und Position von
Bereich, der ein Helix-turn-Helix-Motiv ¢AMP (PDB-ID: 1G6N) cAMP-Molekil als
ausbildet und hat eine hohe Spezifitat fiir seinaa"‘zg‘osgl;k Modell (modifiziert nach Eitinget
DNA-Zielsequenz, ein 22 bp langes Palindrom '

(Kreft and Vazquez-Boland, 2001). Die N- und C-tmrate Domane sind Uber eine als
Gelenk fungierende Region (AS 134 bis 138) verbun@@eckeringet al, 2002; Harman,
2001). Die Bindung von cAMP an Crp fuhrt im N-temalen Teil des Proteins zu einer
Konformationsanderung, die in den C-terminalen Wailtergeleitet wird, und dort die DNA-
Spezifitat abhéngig von der Konzentration an cAMRIiei Phasen durch Verschiebung der
a-Helix F verandert. Fur eine effiziente Transkmpisaktivierung ist zudem der Kontakt mit
der RNA-Polymerase noétig, der durch die Aktiviersirgggionen AR1-3 vermittelt wird
(Schnupfet al, 2007). Crp kann unter bestimmten Umstanden alschemativer Regulator
fungieren, indem es die Bindung der RNA-Polymetaeekiert (Kolbet al, 1993).
Crp-abhéngige Promotoren kdnnen in drei Klassegedgilt werden. Bei Promotoren der
Klasse | (z.B. P1 ddac-Gens inE. coli) liegt die Bindungsstelle fur Crp upstream der RNA
Polymerase-Bindungsstelle. Bei Klasse Il Promotqfeie z.B. P1 vongal) Gberlappt die
Bindestelle fur Crp mit der -35 Region, wodurch Gmpengen Kontakt mit der RNA-
Polymerase kommt. Klasse Il Promotoren (z.B. den wnalK) bendtigen neben Crp
zusatzliche Aktivatoren und die Bindungsstelle @p ist recht variabel (Busby and Ebright,
1999).

B.2.2 PrfA

Der Transkriptionsaktivator PrfA hat ein
Molekulargewicht von 27 kD (237
Aminosaureh und zeigt sowohl strukturelle,
als auch funktionelle Ahnlichkeiten mit Crp,
obwohl ein Aminosaure-sequenzvergleich
nur 20% Ubereinstimmung zeigt (Lampidis
et al, 1994). Ein Vergleich der DNA-
Sequenz zeigt zu 35% eine (gleiche
Basenfolge (Kreft and Vazquez-Boland,
2001). PrfA besitzt wie Crp im N-terminalen _ _
Bere.ich kurze B-F.alt.blgttstrukturen .mit gf’rg!?: ng(P%BS_ItBJ:ktUZrB(é%S). W'gigp'ﬁ_qumiig’z
Glycinresten, wobei einige der AS, die flirpomane ist blau, Dimerisierungshelices griin, C-
die Bindung von cAMP an Crp benotigtterminale Domane rosa gefarbt. Das C-terminale
werden in PrfA nicht konserviert sind. Auch HTH-Motivist rot gefarbt (aus Eitingt al, 2005).
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in PrfA ist das C-terminale HTH-Motiv fir die Bindg an die DNA wichtig (Sheehaet al,
1996), wobei dieses eine zusatzliche Aminosaurdum aufweist (Lampidi®t al, 1994).
Ebenso erkennt PrfA als Homodimer eine palindrohes€equenz, die so genannte PrfA-
Box. Diese 14 bp lange Sequenz mit der Konsensuesedl TAACA NN TGTTAA (N ist
normalerweise A oder T) Uberschneidet sich mit-8BrRegion. Fir die Bindung von PrfA an
diese Sequenz sinah vitro keine zusatzlichen Faktoren noétig (Dicknedé al, 1998;
Mengaudet al, 1989). Zwei der drei Aktivierungsregionen, dié Gep die Bindung an die
RNA-Polymerase vermitteln, sind in PrfA ebenfaltmkerviert (AS 58-62 und AS 156-164)
(Vazquez-Bolancet al, 2001b). Im Unterschied zu Crp besitzt PrfA eisdualiches HTH-
Motiv in der N-terminalen Domé&ne und eine 25 ASglwrzusatzliche Leucin-Zipper Region
am C-Terminus. Die genaue Funktion der Struktundgth nicht geklart, doch Mutationen im
Bereich des Leucin-Zippers und des HTH-Motivs fithdazu, dass PrfA nicht mehr in der
Lage ist an die DNA zu binden. Mutationen pyFaltblatt-Bereich verhindern eine stabile
Bindung an die RNA-Polymerase (Herkdral, 2001).

B.2.2.1 prfA- Mutationen

Es sind verschiedene PunktmutationemrifA beschrieben worden, die meist fir konstitutiv
aktive PrfA* Proteine codieren. Diese reagierenro@ht mehr auf bestimmte Umweltreize
(Shetron-Ramat al, 2003; Vegeet al, 2004a; Wong and Freitag, 2004).

Eine Substitution des Serinrestes 184 durch eimiAléS184A) verringert die Fahigkeit zur
DNA-Bindung und fihrt damit zu einem Ruckgang deiruldénzgenaktivierung. Eine
Substitution des benachbarten Serinrestes S183Akigedoch das Gegenteil (Sheehain
al., 1996). Die Mutation M58l fiihrt zu einer Schwachuter DNA-Bindung, deren Spezifitat
bleibt jedoch erhalten. Nach den Mutationen R1881 A218PLN* (das Stopcodon fuhrt
zum Verlust der C-terminalen 17 AS) zeigt PrfA leiDNA-Bindung mehr (Herleet al,
2001). Analog der Mutation A144T in der D-Helix v&rp, bei der Crp unabhangig von
CAMP aktiv bleibt, versetzt die G145S Mutation PriiAA eine konstitutiv aktive Form und
fuhrt zu einer Uberexpression der Virulenzgeneirfgiet al, 2005; Garges and Adhya, 1985;
Ripio et al, 1997). In Gelretardationsexperimenten wurde heldass diese G145S PrfA*-
Form wesentlich effizienter an die DNA bindet assdhormale PrfA (Vegat al, 1998).
Ebenfalls zu einer konstitutiven Uberexpression poiA fihren Leul40Phe und lle45Ser
(Vega et al, 2004b). Aufgrund der erhdhtewpt Expression kdnnen PrfA*-Mutanten im
Gegensatz zu PrfA-Stammen Glucose-1-Phosphat selalggKohlenstoffquelle verwenden,
welche vom Hexosephosphat-Transporter in die Zelfgenommen wird (Ripiet al, 1997).

B.2.3 PrfA-abhangige Promotoren

Durchin vitro Transkriptionsstudien konnten wichtige Eigensaragines PrfA-abhangigen
Promotors definiert werden (Lalic-Multhalet al, 2001; Luoet al, 2004). PrfA-abhangige
Promotoren besitzen in ihrem Promotorbereich eingA-Box: eine konservierte,
palindromische, 14 bp groRRe Bindungsstelle fur PrZAisatzlich findet man eine SigA-
abhéangige -10 Box, die 22 (23) bp von der PrfA-Bemtfernt ist. Zur Initiation der
Transkription werden hohe Konzentrationen an ATPd uGTP benétigt, der
Transkriptionsstart ist G oder A. A& coli aufgereinigtes PrfA aktiviert die Initiation der
Transkription an PrfA-abhéangigen Promotoren ohrsétaliche Faktoren.

PrfA bindet vermutlich als Dimer an die palindrootis PrfA-Box (5 -TTAACA NN
TGTTAA-3"), die sich in der -35-Region des Promstder PrfA-abhéngigen Virulenzgene
befindet (Freitaget al, 1993). Die Sequenzen der PrfA-Boxen in den emezel
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Promotorbereichen der Virulenzgene unterscheidem Igicht (siehe Tabelle 1). Die PrfA-
Boxen der Genenhly und plcA entsprechen der oben beschriebenen Konsensusgequen
Dagegen zeigen die PrfA-Boxen der Ga#A inlC, mplund hpteinen, beinlA gibt es zwei
Basenaustausche. Eine weitere, stark degenerig&eBBx mit 3 Basenaustauschen befindet
sich im Bereich des Promotors P2 voirA (Lampidiset al, 1994). Das GemplcB besitzt
keine PrfA-Box, wird aber minplactA cotranskribiert und ist somit PrfA-abhéngig.

Gen PrfA-Box Basenaustausche -10-Box
prfA aTAACAATTGTTgt 3 TATTTT
plcA TTAACAAATGTTAA 0 TAAGAT
hly TTAACATTTGTTAA 0 TAGAAT
mpl TTAACAAATGTaAA 1 TATAAT
actA TTAACAAATGTTAg 1 GATAAT
plcB cotranskribiert mimpl/actA
inlA aTAACATAaGTTAA 2 TATTAT
inIC TTAACgCTTGTTAA 1 TAACAT
hpt aTAACAAGTGTTAA 1 TATATT

Tabelle 1 Promotorregion der PrfA-regulierten Virulenzgend.i monocytogene&Glaseret al, 2001; Goetzt
al., 2001; Kreft and Vazquez-Boland, 2001) Abweichungen der Konsensussequenz der PrfA-Box sind mit
kleinen Buchstaben dargestellt.

Durch Bindung an diese Zielsequenz und direkterdkteon mit der RNA-Polymerase
aktiviert PrfA die Virulenzgenexpression. Dabei advilie Bindungsaffinitat von PrfA durch
die Konsensussequenz der PrfA-Box beeinflusst wtdumso gréf3er, je genauer das
Palindrom mit der oben angegebenen DNA-Sequenzeiifstimmt. So kann durch die
unterschiedliche Bindungsaffinitdt von PrfA eindtlmshe Aktivierung von Virulenzgenen
erfolgen. Gene mit hoher Affinitat der PromotoremB( hly und plcA) werden schon bei
niedriger PrfA-Konzentration aktiviert, Promotoremt geringerer Affinitat (z.B.mpl und

actA) bendtigen jedoch eine grolRere Menge an PrfA (Badtnal, 1994; Sheehaet al,
1995).

B.2.4 Regulation der PrfA-Aktivitat

Die Aktivitat von PrfA und die Expression der Pré®hangigen (Virulenz)Gene, wird zum
einen von der PrfA-Konzentration und zum anderem der spezifischen Aktivitat des PrfA-
Proteins bestimmit.

Die Expression der Virulenzgene van monocytogenesst beim Wachstum in der Natur
(saprophytische Lebensweise) nicht essentiell une €ranskription dieser Gene wird erst
bei Infektion eines geeigneten Wirts notig. DahesitztL. monocytogeneslechanismen, um
die Genexpression den gegebenen Umweltbedingungeapassen. Ein Modell, wie die
Regulation Uber PrfA ablaufen kénnte (Kreft and Mazz-Boland, 2001) geht davon aus,
dass PrfA in zwei Zustanden vorliegt (funktionelbktiv und aktiv) und von dem einen in
den anderen Zustand durch Bindung eines bisherkanbéen Kofaktors Uberfihrt werden
kann. Dieser Kofaktor scheint die aus der Umwéiaktenen Signale zu Ubermitteln und so
die Regulation der Virulenzgene Uber PrfA zu bdegsden (Ripioet al, 1997; Vazquez-
Bolandet al, 2001). Liegt kein Kofaktor vor, ist PrfA inaktivnd wird tber die konstitutiven
Promotoren P1 und P2 in der intergenischen Regimischen plcA und prfA schwach
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transkribiert, es ist also nur eine geringe Menge PafA-Protein vorhanden. Erhalt.
monocytogeneaun ein Signal aus der Umwelt, steigt die Konzgin an intrazellularem
Kofaktor und fuhrt zu einer Aktivierung von PrfArfR kann nun mit erhéhter Affinitat an
die PrfA-Boxen binden und induziert die Transkoptider PrfA-abhangigen Virulenzgene.
Zudem wird mittels des nun vermehrt gebildetenghionischerplcA-prfA-Transkripts durch
positive Autoregulation auch mehr PrfA-Protein proiért, das wiederum die Synthese der
Virulenzgene verstarkt. Diese Transkriptionsaktmg findet statt so lange der Kofaktor im
bakteriellen Zytoplasma vorhanden ist, kann abdmeit inaktiviert werden, wenn die
geeigneten Umweltsignale fehlen (Renzati al, 1999). Passend zu den konservierten
palindromischen Sequenzen werden als etdiesnd pIcA translatiert, die PrfA-abhangigen
Virulenzproteine, die bei der Infektion als erstendétigt werden. Der Anstieg der PrfA-
Konzentration fiihrt letztendlich auch zur Aktiviegivon PrfA-abhéngigen Promotoren mit
mehr Basenaustauschen in der PrfA-Box. Die poshivtregulation wird vermutlich durch
die Bindung des PrfA-Proteins an die degenerientfA-Box von P2 desprfA-Gens
unterbrochen. PrfA wirkt auf diesen Promoter ete@rimierend (Freitagt al, 1993; Freitag
and Portnoy, 1994). Eine hohe PrfA-Konzentratiohrfiwahrscheinlich zur Bindung eines
PrfA:RNAP-Komplexes an P2, der sterisch die Syrghesn weiterem PrfA hemmt, bis
dessen Konzentration wieder fallt.

Nach einem anderen Model besteht auch die Mdglithkass unter nicht-induzierenden
Bedingungen das wildtypische PrfA durch die Bindeges hypothetischen Faktors in einer
inaktiven Form gehalten wird. Diesen hypothetiscliraktor gilt es noch zu identifizieren
(Kreft and Vazquez-Boland, 2001; Milenbachs-Lukdwiat al, 2004). Auchin vitro
Transkriptionsstudien deuten auf diese Annahme denn das in dein vitro Transkription
eingesetzte, auB. coli isolierte rekombinante PrfA benétigt keine weiterreaktoren, liegt
also schon in der aktiven Form vor (Lalic-Multhalketr al, 2001; Luoet al, 2004). Bei
Versuchen mit Aktivkohle behandeltem BHI wurde gon L. monocytogenesekretierter
Autorepressor entdeckt, der die Aktivitat von Prihibiert. Leider fehlen hierzu noch
genauere Studien (Ermolaestal, 2004).

Verschiedene Umweltfaktoren kénnen die Transkription prfA und den PrfA-abhangigen
Virulenzgenen beeinflussen: Ein Temperatur-Shift 3®°C (Temperatur in der Natur) auf
37°C (Korpertemperatur eines Warmbluters) restlirereinem Anstieg des bicistronischen
plcA/prfA-Transkripts und fuhrt somit zu Expression der \énzgene. Bei 20°C wird nur
noch das monocistronische PrfA-Transkript gebil@akrabortyet al, 1992b), jedoch kein
PrfA translatiert (Renzonet al, 1997). Es konnte zudem gezeigt werden, dass e P
Synthese auf MRNA-Ebene durch einen Thermosenseinfhesst wird: Die nicht-
transkribierte 5°-Region der mRNA, die vom Promd®drstartet, kann eine Sekundarstruktur
ausbilden, die die Translation degA-Transkripts stark beeinflusst. Bei Temperatureteun
30°C findet keine Translation dieses Transkrip#gtstvohingegen PrfA bei 37°C translatiert
wird (Johanssoet al, 2002).

Die Menge und Aktivitat von Listeriolysin ist einieitiger Marker fur die Aktivitdt von
PrfA. Eine Erniedrigung des pH-Wertes auf 5 bisifrf zu einer Verringerung der LLO-
Produktion (Datta and Kothary, 1993). Hitze-, oxider, sowie osmotischer Stress bewirken
jedoch das Gegenteil (Myeet al, 1993; Sokolovic and Goebel, 1989; Sokoloeical,
1990). Auch ein Mangel an Eisen im Medium bewiikieeverstarkte LLO-Synthese (Cowart
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and Foster, 1985; Geoffrat al, 1989). In Gegenwart von Eisen wird die Transkoiptvon
prfA und vielen PrfA-abhangigen Genen dagegen verririBéckmannet al, 1996).

Ein entscheidendes Signal fur die Virulenzgenexgioesscheinen Kohlenstoffquellen wie
Cellobiose oder Einfachzucker wie Glucose, Fructased Mannose zu sein, in deren
Gegenwart (in  verstoffwechselbaren  Konzentrationergine  Repression  der
Virulenzgenexpression ih. monocytogenebervorgerufen wird (Milenbachst al, 1997).
Die Transkription vonplcA und hly wird durch das Vorhandensein von Cellobiose im
Medium reprimiert (Brehnet al, 1999; Gilbrethet al, 2004), wobei jedoch die Menge an
PrfA konstant bleibt, was auf die Regulation dewrezfischen Aktivitat durch einen
unbekannten Faktor hindeutet (Renzenial, 1997). Es konnte gezeigt werden, dass die
Virulenzgenregulation durch Cellobiose in eiger-csr-Doppelmutante komplett auRer Kraft
gesetzt ist, in Einzelmutanten jedoch nur reduz@ifenbar existieren also zwei unabhangige
Wege fir die Cellobiose-abhangige Repression danld&fizgene. Man nimmt an, dass die
bvr- und csr- Genprodukte zusammen direkt auf den Celluloseispehen Mechanismus
wirken und gcr einen allgemeinen regulatorischen Mechanismus rkewjedoch beide
Auswirkungen auf die In-/aktivierung von PrfA besh (Milenbachs-Lukowiakt al, 2004).

Die Aktivitat von PrfA wird also, bedingt durch wmschiedliche Umweltbedingungen,
sowohl auf transkriptioneller Ebene als auch dupgsttranskriptionelle Mechanismen
kontrolliert. Von besonderer Beudeutung ist hierbdie Anwesenheit bestimmter
Kohlenstoffquellen wie Glucose, Mannose oder Gedise. Zum besseren Verstandnis dieses
Zusammenhangs wird im nachsten Abschnitt der akgeen bakterielle Kohlenstoff-
Metabolismus néher betrachtet.

B.3 Metabolismus

Bakterien sind in der Lage verschiedenste Kohldfugtellen Energiequelle und zur

Generierung von Biomasse zu nutzen. Die Gene umrdddp, welche fur die in den Transport
und Abbau dieser Kohlenstoffquellen involviertenzigme codieren werden in den meisten
Fallen nur exprimiert, wenn zum einen das korredmyende Kohlenhydrat im Medium

prasent ist und zum anderen eine bevorzugtere Kstagquelle im Medium nicht vorhanden

ist. Die regulatorischen Mechanismen werden alslé&wtoff-Katabolit-Repression (CCR)

bezeichnet (Stulket al, 1998).

B.3.1 Das Phosphoenolpyruvat-Phosphotransferase-System
(PEP-PTS)

Die CCR ist intensiv bei Gram-negativen und Graraipaen Bakterien untersucht worden.
In allen bisher untersuchten Bakterien ist das pthosnolpyruvat-Phosphotransferase-
System (PTS), welches eine Vielzahl von Zuckerngpartiert und dabei phosphoryliert, in
die CCR involviert. Die substratspezifische Indaktikataboler Gene ist also anhangig von
der Fahigkeit des spezifischen Regulators die Aewesit des Substrats zu Uberwachen. Die
Zucker-spezifische PTS-Permease, deren Gene von -dPR@ltenden Regulatoren
kontrolliert werden, transferiert die Informationether Substratverfigbarkeit auf den
Regulator. Die PTS-Permeasen bestehen aus drevimlddboméanen, von denen zwei (EIIA
und EIIB) den Phosphattransfer von HPr-His-P UKL uind manchmal auch EIID) auf den
Zucker Ubermitteln (Postnet al, 1993).
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Das Phosphotransferasesystem (PTS) wurdg. inoli als Mechanismus entdeckt, welcher
Phosphoenolpyruvat (PEP) nutzt um Hexosen wie GRiasmd Mannose in die bakterielle
Zelle zu transportieren (Kundigt al, 1964). Weitere Untersuchungen zeigten, dass T P
eine Familie von Transportsystemen sind, welche Aignahme einer Vielzahl von

Kohlenstoffquellen bewirken. Die Grundstruktur d@fS ist in allen bisher untersuchten
Spezies gleich und besteht aus den zwei zytoplasthah Komponenten Enzym | (EI) und

[ PTS sugar {{:«ur}|
A

Abbildung 6: Der Zusammenhang

™,

& zwischen PEP-PT¥ und der Glycolyse
EIIC v ElC in E. coli
ElIB ., . ElB Pgi In der Glycolyse werden gewéhnlich zwei
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>—-< \n:\ '\l\ . phosphoryliert und EIIB Ubgrtrégt ~P auf
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Pyk —~ATP el (Phosphoglyceratkinase), Pgm
Pyruvate l Pgm (Phosphoglyceratmutase), Eno (Enolase),

ADP i @t
Phosphoenolpyruvate < / it » 2-P-glycerate ;’gla@(Pyruvatkmase) (Deutschet al,
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HPr, sowie aus einem kohlenhydratspezifischen Enltyiall) Komplex. Jeder Ell-Komplex
besteht aus einer oder zwei integralen Membrandem@allC und D) und zwei hydrophilen
Doménen (EIIA und B), welche fir den Transport Wwhlenhydraten durch die bakterielle
Membran und deren Phosphorylierung zustandig sind.
Abbildung 6 zeigt schematisch die Phosphoenolpyrareamittelte Glucoseaufnahme tber
Phosphotransferasesysteme und die Weiterleitung @lutose-6-Phosphat (G6P) in die
Glycolyse.
Enzym | des PEP-PTS wird i&. coli vom Genptsl codiert, das inL. monocytogenes
Lmo1003 entspricht. Nach einem Kkirzlich aufgeselltModell (Marquezet al, 2006)
befindet sich am C-Terminus die PEP-Bindungsstetid diese Region ist wichtig fur die
Dimerisierung. El wird als Dimer von einem der zwais der Glycolyse stammenden
Molekule PEP phosphoryliert. Am N-Terminus des Efitdet sich die HPr-Bindungsstelle
und auch der hoch konservierte Histidinrest, vom deus die Phosphatgruppe auf HPr
Ubertragen wird.
Das hitzestabile Protein HPr wird vausH codiert und ist besonders an der N-terminalen
aktiven Histidin-Phosphorylierungsstelle His-15 hokonserviert (Powers and Roseman,
1984). HPr wird an der N-1 Position des Imidazgsinvon His-15 phosphoryliert. Die
Interaktion von HPr mit El und EIIA® erfordert keine groBen Konformationséanderungen in
den Doméanen der PTS Bindungspartner (Weingl, 2000). In den meisten Gram-positiven
Bakterien mit niedrigem G-C-Gehalt, und auch iniggn Gram-negativen, kann HPr auch
ATP-abhéngig am Ser-46 phosphoryliert werden. Dstswichtig fur die regulatorische
32



Einleitung

Funktion von HPr und kein Teil des Phosphatgruppesfers auf Kohlenhydrate,
verlangsamt aber den Phosphattransfer vom El auf HP

Der Glucose-spezifische Ell Komplex (Ef) von E. coli besteht aus zwei getrennten
Proteinen, dem zytoplasmatischen EifAvon crr codiert) und dem membrangebundenen
Protein EIICE™ (von ptsG codiert), wobei die hydrophile EIIB KomponenteKontakt mit
dem Zytoplasma steht. Das EIIA Protein empfangt @mem Histidin-Rest die
Phosphatgruppe vom HPr und Ubertragt diese auCgstein oder ein Histidin (Mannose-
Familie) des EIIB. Vom EIIB wird die Phosphatgrupgef den Zucker tbertragen, welcher
zuvor die EIIC Komponente (mit EIID bei Mannose) spiart hat und auf der
zytoplasmatischen Seite der Membran erscheint. Gllgose-6-Phosphat geht die Glucose
direkt in die Glycolyse Uber (Postned al, 1993; Robillard and Broos, 1999; Siebeidal,
2001).

HPr phosphoryliert auf diese Weise alle EllAs, fiie Zuckerspezifitat der PTS sind somit
die Ell-Proteine verantwortlich, welche aus versdenen oder einem Multidomanprotein
bestehen. Die PTS werden auf Grund der PhylogesmieEdlCs nach Barabote und Saier
(2005) in sieben verschiedene Familien einget@)ltGlucose (inclusive der Glucoside), (ii)
Fructose (mit Mannitol), (iii) Lactose (mit N,N-DOiatylchitobiose), (iv) Galactitol, (v)
Glucitol, (vi) Mannose und (vii) L-Ascorbat. Diesgenigen Familien transportieren eine
grolRe Anzahl an verschiedenen Zuckern und sind uggobr aus mindestens vier
verschiedenen EIIC Vorlaufern entstanden, wobéi sianindest (iv) noch immer entwickelt.

Als das PTS 1964 entdeckt wurde, war die einzigkatmete Funktion die Zucker-
Phosphorylierung. Heute wei? man, dass das Sysieen Rolle in vielen Aspekten der
bakteriellen Physiologie spielt. Dazu gehoren dieeBnung und der Transport von Zuckern,
die Regulation des nicht-PTS-Zuckertransports umgbtabolismus, die Regulation und
Koordination des Stickstoff- und Kohlenstoffmetabolus, der Genexpression, der
Zellteilung und der Pathogenese (Barabote and ,Sa@d5). Transporter aus anderen
Familien (wie ABC-Transporter) weisen solche retpriachen Funktionen nicht auf. Ein
wichtiger Aspekt dieser regulatorischen Funktioseheint die Fahigkeit zur Dimerisierung
von El und anderen Komponenten der PTS zu seinDreerisierung von El fuhrt zu einer
Konformationsanderung und wird von PEP und*gimuliert sowie von Pyruvat gehemmit.
Vier Molekiile EIIA®* wiederum binden an ein Molekiil EIIB€und auch EIIAB™" bildet
Dimere aus (Deutschet al, 2006).
Ebenfalls ein wichtiger Aspekt fur die regulatohea Funktionen der PTS ist der
Phosphorylierungszustand der EllIAs und EIlIBs. Witirdes aktiven Zuckertransportes sind
diese Komponenten der PTS-Permeasen vorwiegendosigpbryliert, wohingegen in
Abwesenheit des Zuckers die exprimierten PTS-Korepten phosphoryliert vorliegen.
ENA® ausE. coli und B. subtilis interagiert direkt mit vielen verschiedenen Pruei
abhangig davon, ob es fir den PTS-Phosphatgrupmsfer, die Kohlenstoff-
Katabolitrepression oder regulatorische Funktionen Einsatz ist. Obwohl diese
Interaktionspartner nicht miteinander verwandt sindrscheint die Struktur der
Bindungsoberflache von EIfA° immer gleich bleibend (Deutschetral, 2006).
NMR Studien und Réntgen-Kristallografien von Elukd EIIB zeigten deutlich, dass die
Phosphat-Bindungsdomanen der unterschiedlicherrdtiilien sehr verschieden sind. Uber
die Struktur der Membrandomanen EIIC (und EIID)biher nur wenig bekannt. EIK
Proteine haben meist eine 1-Barrel oder 13-Sandw&thuktur, mit der aktiven
Phosphorylierungsstelle am His-90Encoli und His-83 imB. subtilis welche in einer flachen
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hydrophoben Furche des dritten Stranges liegt. Bivedte His-Phosphorylierungsstelle (His-
68 inB. subtilisund His-75 inE. coli) ist mit dem N-3 Atom seiner aktiven Seite nurtis
0,33 nm vom N-3 Atom der ersten His Phosphoryligastelle entfernt, was darauf hin
deutet, dass die Phosphatgruppe auch mit diesemtenwdistidin interagiert. Vergleicht man
die phosphorylierte und unphosphorylierte Form A ' ausE. coli, so zeigen sich nur
geringe strukturelle Veranderungen, im Gegensatdigsem Protein auS. aureuswelches
groRere strukturelle Verdnderungen nach der Phogigrong aufweist (Postmat al,
1993). Das mit EIIC als Komplex arbeitende memhgmige ENE® von E. coli wird am
Cys-421 phosphoryliert (Robillard and Broos, 1999).

Wie bereits angedeutet unterscheiden sich die Eitse-PTS-Proteine E. coli deutlich
von denen fir die Glucose-Aufnahme. EffR und EIIB"™" bilden zusammen ein
zytoplasmatisches  Protein  und E® und ENID"™ bilden die integrale
Transmembrandomane, wobei nur Bff® mit dem Zucker interagiert. Untersuchungen
haben gezeigt, dass die EHX Doméane den aminoterminalen Teil des Proteins drstel
von HPr am N-3 des His-10 phosphoryliert wird. Béagboxyterminale EIlB*" Doméane wird
vom EIIAM®" am N-1 des His-175 phosphoryliert (Postetal, 1993).

B.3.2 Zusammenhang zwischen den PTS und der Kohlenstoff-
Katabolitrepression (CCR)

Die meisten Bakterien verwenden verschiedenste Komapien als Kohlenstoffquellen. Diese
kbnnen entweder co-metabolisiert werden oder dagteBam kann bevorzugt die
Kohlenstoffquelle nutzen die am leichtesten verfirgist und das schnellste Wachstum
erlaubt. Ein Beispiel dieser selektiven Kohlengja#llennutzung ist die Glucose-Lactose-
Diauxie inE. coli, welche zuerst 1942 von Jaques Monod beobachtetewdiele Studien
haben gezeigt, dass selektive Kohlenstoffverwertuag verbreitet, Glucose die bevorzugte
Kohlenstoffquelle in vielen dieser Organismen ishdudie Aufnahme sekundarer
Kohlenstoffquellen verhindert. Dieses Ph&dnomen watg Kohlenstoffkatabolitrepression
(CCR) bezeichnet. CCR ist das wichtigste regulatbie Phanomen in vielen Bakterien, da
oft 5-10% aller bakterieller Gene unter CCR ste(@iarke and Stilke, 2008). Die CCR ist
ein klassisches Modell fur zellulare Regulation @uwtind veranderter Umweltbedingungen,
bei dem Komponenten der PTS und die Protein-Phogidrang eine grol3e Rolle spielen.
Jaques Monod erkannte, dass nach Zugabe von zwdem&offquellen ins Medium ein
diauxisches Wachstum auftritt, das heil3t, zunaelvst die bevorzugte, leichter verwertbare
Kohlenstoffquelle (meist Glucose) bis zu einem barigehenden Wachstumsstopp verwertet
und nach einer kurzen Lag-Phase wird die wenigemrzeigte Kohlenstoffquelle (z.B.
Lactose) von den Bakterien genutzt und das Wach&iuigesetzt. Verantwortlich fur dieses
Pha&nomen ist die ,inducer exclusion“ (Induktorais@) und/oder unterdriickte Expression
von katabolen Genen auf Grund des geringen Crp/cAMRIs (Deutschest al, 2006).

CCR verlauft in Gram-negative.coli tiber EIIA°® als zentralen Regulator, anders als im
Gram-positiven BakteriunBacillus subtilis wo das an Ser-46 phosphorylierte HPr die
wichtigste Rolle spielt (Stilke and Hillen, 200@udem unterscheidet sich in den Bakterien
die Art der Regulation, denn bei Gram-negativen t8aén fihrt eine fehlende
Transkriptionsaktivierung zur Katabolitrepressigogitive Regulation), bei Gram-positiven
Bakterien eine Repression der Transkription (nggdfegulation).
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B.3.2.1 CCR in Gram-negativen Bakterien

In Gram-negativen Bakterien reguliert der Phospliemyngsstatus der Glucose-spezifischen
ENAC" die Aktivitat der Adenylatzyklase und somit dagazelluldre Level an cAMP. Ist ein
ausreichend hohes Level an cAMP erreicht, bindeteti an den Transkriptionsregulator Crp,
WeICher nun an dle SpeZiﬁSChe Activation of the bgl operon Cell membrane
Promotorregion der Zielgene bindet und ¢ ==
durch Interaktion mit der RNA-Polymerase (E2lGH@

A

die Transkription initiiert (Gorke and @
Stiilke, 2008; Warner and Lolkema, 2003). g ® ,L'_'-'jf_jl.”.b— = @

EEOOOOON

In nicht-phosphoryliertem Zustand bindet #->®-7 i =
Gle ) . : *(HFD” ‘@-,‘-;:__, gErFg
EIIA®" an zahlreiche nicht-PTS Proteine, W NG
. . . P k' g
verhindert so die Aufnahme der weniger gut \ u
verwertbaren Kohlenstoffquellen und fiihrt - S
zum  diauxischen ~ Wachstum.  Die @~ D =
: Ig : cAMP e
Konzentration an PEP und P-EffAist also :AM»{.’_E}D Pl =—
wahrend des Wachstums auf Glucose I Factor x Q =
gering, steigt aber stark, wenn die Glucose '-_g'._f-_._}')" /5 ==
verbraucht ist (Hogemat al, 1998). Hohe Activation of catabolic genes =

Mengen an PEP und P-Eff&schalten den Abbildung 7: KohIenstoffkatabolitrebression (CCR) in
Induktorauschluss ab und erlauben di€. coli Die EllA-Domane des Glucose-Transporters

Aufnahme der zweiten Kohlenstoﬁquelle.(E”Aels ist die zentrale Verarbeitungseinheit der CCR
Dafii ird P-E|I £ di in E. coli. Phosphoryliertes Ell4; bindet und aktiviert
arur wir von ) 1€ die Adenylatzyklase (AC), was zu Synthese von

Adenylatzyklase (AC) aktiviert. Erst zyklischem AMP (cAMP) fiihrt. Ein unbekannter Faktor

kurzlich konnte von Park und Kollegen dieX wird ebenfalls flr die Aktivierung der AC benditig

; : ; Glc .. Hohe cAMP-Konzentrationen férdern die Bildung des
direkte Intera_ktlon VOrE. COlll EllA _m't cAMP-CRP-Komplexes, welcher an die Promotorregion
AC demonstriert werden. Die Experimentg,on katabolen Genen bindet und diese aktiviert. In
zeigten, dass ENA undP-EIIA®" beide an nicht-phosphorylierter Form kann EIfA die AC nicht
aktivieren, bindet an metabole Enzyme, inaktivibeise

AC binden, jedoch nur die phosphorylierte

. o . ) und so auch die Transporter fur sekundéare
Form die Aktivitat stimuliert (Parlet al,  kohlenstoffquellen (Induktorausschluss). Der ESfA
2006). Die Adenylatzyklase bildet nunPhosphorylierungsstatus korreliert mit der PTS-

ATP-abhangig cAMP, welches sich mit Transportaktivitat und dem intrazellularen PEP- und
' Pyruvat-Verhaltnis.

dem Tran;kriptionsregulat.or Crp Ve_rbindehPr wirkt ebenfalls an der CCR mit, indem es BglG
und an die Promotorregion der Zielgenehosphoryliert, den  Transkriptionsantiterminator,

bindet wobei die Genauigkeit derwelcher die Expression von Beta-Glucosid-Genen
’ kontrolliert und so wird in der Gegenwart des

Kon§ensussegueqz i der B"r.‘deSt'e”%evorzugten Zuckers ddsgl-Operon nicht exprimiert
bestimmt, wie viel cAMP-Crp flr die (Goérke and Stiilke, 2008).

Transkriptionsinitiation  bendtigt  wird

(Busby and Ebright, 1999; Deutscher, 2008; Gorlee Sitilke, 2008).

Weitere globale Transkriptionsregulatoreriincoli sind Mic und FruR. Beide Proteine haben
zusatzlich zu ihrer Funktion in der Zuckeraufnahmoeh regulatorische Ziele und werden
monocystronisch exprimiert. Mic kontrolliert die inession verschiedener kataboler Proteine
als Antwort auf den Phosphorylierungsstatus der .PIRSE. coli kontrolliert Mic die
Expression seines eigenen Genes und die ptehll, ptsG manXYZ malT und sgrS In
Abwesenheit von Glucose ist EIIEBphosphoryliert in der Zellmembran verankert und die
ptsG Expression ist durch Mlc, welches upstream vonmfettor bindet, gehemmt. Wird nun
Glucose aufgenommen, bindet Mic an die nicht phospierte EIIB® Domane und die Mic
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kontrollierten Gene sind dereprimiert und kénneanskribiert werden (Deutscher, 2008;
Plumbridge, 2002; Tanalat al, 2004).

FruR kann als Aktivator und Repressor wirken, wobsiim Allgemeinen glykolytische
Funktionen hemmt und auf Schritte der Gluconeogenalgivierend wirkt. Es ist als
Repressor des Fructose-Operons bekannt und alsakdtifir pps welches fir die PEP-
Synthetase codiert. Fructose-1-Phosphat und imgemem Malde Fructose-1,6-Bisphosphat
wirkenin vitro induzierend auf FruR (Plumbridge, 2002).

B.3.2.2 CCR in Gram-positiven Bakterien

Die meisten Gram-positiven Bakterien besitzen kein&denylatzyklase und
Katabolitrepression erfolgt mit HPr als Signallbiger, welches neben der His-15
Phosphorylierungsstelle auch an Ser-46 phosphdrywerden kann. Letzeres wird ATP-
oder GTP-abhéngig von der HPr-Kinase (HPrK) vestiitivelche den primaren Sensor in
diesem regulatorischen Weg darstellt. HPr-Ser46-ihded an den globalen
Transkriptionsregulator der CCR in Gram-positiveak&rien CcpA, welcher nun an so
genanntecre-Boxen (catabolite responsive element) in der Ptomegion der Zielgene
bindet und so deren Transkription verhindert (Géakd Stllke, 2008; Warner and Lolkema,
2003).

Ahnlich wie ENIA®® in Gram-negativen ‘5ol ..

Bakterien hat also HPr eine differentielle T Sall e

Rolle in der Genregulation der Gram- PrDe) P n g
positiven Bakterien mit geringem G+C R o
Gehalt. Da HPr nicht nur von PEP am His-_ 8,

15 phosphoryliert wird, sondern auch von  &-=&--7 — |
HPrKk am Ser-46, existieren vier "t
verschiedene  Formen  von  HPr: i ‘)HC"’

unphosphoryliertes HPr, P-His-HPr, P-
Ser-HPr und doppelt phosphoryliertes P- C">
His-Ser-HPr (Vadeboncoewt al, 1991).  goaffen @
Die Hpr-Kinase wird durch den [ it
Zuckermetabolismus in ihrer Aktivitat - k-

: : . YINTNIN =
beeinflusst, da die Konzentrationen vong';.j:.;ii-m"::"-n_';:h:fp_a.jn_pr_ &=

ATP, R, PR und FBP direkt auf HPrK apbildung 8: Kohlenstoffkatabolitrepression (CCR) in
einwirken, genauso wie El auf das PEP B. subtilisund anderen Firmicutesn Firmicutes kann

Pyruvat Verhéltnis reagiert. HPrK und EIHPr von ~der HPrKinase (HPTK) am Ser-46
phosphoryliert werden. Dies geschieht, wenn die

kontrollieren also als Antwort auf die Artjyirazellulare Konzentration  an  Fructose-1,6-
und Menge der Zuckerquelle denBisphosphat (FBP) und ATP hoch ist, was die

Phosphorvlierunasstatus von HPr. WirdAnwesenheit bevorzugter Kohlenstoffquellen anzeigt.
phory 9 HPr-Ser-P bindet das CcpA-Protein und dieser Korple

bei hohem E_nergieStatus in der_ Zelle Hpén die cre-Boxen an der DNA und reprimiert so die
ATP-abhéngig von der HPr-Kinase amTranskription der katabolen Gene. HPrK ist auch
Ser-46 phosphoryliert, verringert sich diezustandig fur die Dephosphorylierung von HPr-Ser-P

. ._wenn in der Zelle eine hohe Konzentration annir
Menge an vom EI PEP-abhangig am H'S\'/venig ATP vorhanden ist und die FBP-Konzentration

15 phosphorylierten HPr, und umgekehrtgering ist. In der Abwesenheit von Glucose tragthau

Im HPr:HPrK Komplex interagiert die HPr-His-P zur CCR bei, indem es die Glycerin-Kinase
vierte o-Helix der HPrK mit His-15 GlpK und PRD-enthaltende Transkriptionsaktivatoren

. . phosphoryliert, was Vorraussetzung fir deren Afdivi
weswegen vermutlich die HPrK von P-jst. Diese aktivieren nun die  Transkription

His-15 in seiner Interaktion mit HPr katabolitreprimierter Gene(Gérke and Stiilke, 2008).
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gestort werden kann. Umgekehrt weil3 man aber alads, Mutationen im Ser-46 von HPr die
His-15 Phosphorylierung beeinflussen (Reieeal, 1989).

Die HPr-Kinase ist ein bifunktionelles Enzym, da siicht nur in der Lage ist, HPr ATP-
abhéangig zu phosphorylieren, sondern auch untetuBg von PPaus R HPr-Ser-P zu
dephosphorylieren (Kravanjat al, 1999). Sie wird daher auch als HPr-Kinase/HPr-
Phosphorylase (HPrK/P) bezeichnet und ist auch. imonocytogenegorhanden (Herraet
al., 2005). Ist bei Energiearmut viel freiesi® der Zelle vorhanden, so bindet dieses im
Bereich des Walker Motivs A an die HPrK/P und inéirb so die Kinase-Aktivitat des
Enzyms und umgekehrt inhibiert ATP die Phosphosdattivitat. Ebenso stimulierend auf
die Kinase-Aktivitdt wirkt FBP (Fructose-Bis-Phogpy wobei die Hauptfunktion in der
Blockade der Phosphorylaseaktivitat liegt. Dieam#llularen Konzentrationen an ATP, FBP
und R variieren sehr stark, abhéngig davon, ob das Bakte eine favorisierte
Kohlenstoffquelle nutzt oder nicht. Nutzt das Bakie eine gut verwertbare Zuckerquelle
wie Glucose oder Mannose, so ist die KonzentratmmPR gering und die von ATP und FBP
hoch und die HPrK/P wirkt als Kinase. HPr liegt nats HPr-Ser-P oder doppelt
phosphoryliert (mit geringerer Affinitat zu EIIA)v. Unter diesen Bedingungen existiert nur
eine geringe Menge an HPr-His-P, welche offenbaeiie ausreichende Glucose-Aufnahme
tber PTS sorgt. Bei Wachstum auf einer nicht faerien Kohlenstoffquelle tritt der
gegenteilige Effekt ein. Mit dieser Funktion reguliHPr Uber einen Feedback-Mechanismus
den PTS-Transport von Kohlenstoffquellen tGber didridembran, denn HPr-Ser-P bindet das
Catabolite Control Protein A (CcpA) (Deutsclegral, 1995) und ermdglicht es so diesem an
die cre-Boxen in den Genen fir die PTS der nicht favorisie Kohlenstoffquellen zu binden
und so deren Transkription zu verhindern. CcpA gelgur Familie der Lacl/GalR
Repressoren, kann aber auf Grund einer charaksehsh Sequenz am Ende der DNA-
bindenden Domaéne leicht von den anderen Mitgliedgeser Familie unterschieden werden.
Diese Region ist wichtig fur die Funktion von Ccp®cpA liegt als Dimer vor, welches mit
einem Molekul HPr-Ser-P interagiert. HPr-Ser-P wstmit als Korepressor der CCR, da er
CcpA erlaubt an diere-Boxen zu binden.

Die cre-Boxen sind nicht-perfekte palindromische Sequenzam 5 Ende, am
Transkriptionsstartpunkt  oder im  Promotorbereich elen  katabolitreprimierter
Transkriptionseinheiten, welche sich auch.irmonocytogeneiinden lassen, z.B. im Gen flur
die B-Glucosidase (Behari and Youngman, 1998). Die Bmgduwon HPr-Ser-P und CcpA an
cre-Boxen in der Promotorregion scheint mit der Bingluder RNAP zu interferieren,
wahrendcre’s am 5'Ende Uber einen ,road block” reguliert vegrdist nun kein HPr-Ser-P
vorhanden wird die Transkription nicht verhindemtdudie Bakterien kénnen die Gene fir die
Aufnahme der weniger gut verwertbaren Kohlenstadfigun exprimieren (Deutscheat al,
2006).

L. monocytogeneBesitzt die GengtsH, hprK, ptsl und ccpA, codierend fir HPr, HPrK/P,
Enzym | und CcpA (Behari and Youngman, 1998; Cansen and Hutkins, 1994). Eine
ATP-abhéngige Phosphorylierung des HPr am Serd4&hduie HPr-Kinase aud..
monocytogenes konnte nachgewiesen werden und ebenso, dass H™-Sden
Zuckertransport Uber das PTS reduziert (Christeraseh Hutkins, 1994). Neueste Studien
haben gezeigt, dass die Komponenten der CAOR monocytogenesffenbar nicht direkt in
die Regulation der PrfA-Aktivitat involviert sindvertins et al, 2007; Milenbachs-Lukowiak
et al, 2004). Diese Studien deuten eher auf eine Bgtwi der EIIA- und/oder EIIB-
Komponenten spezifischer PTS-Permeasen an der Maogid der PrfA-Aktivitat hin, wobei
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der Phosphorylierungsstatus dieser Komponentedié(positive oder negative Kontrolle von
PrfA zustandig ist.

B.3.2.3 PTS regulierende Domadnen (PRDs)

In Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien wiid Kohlenstoff-Katabolitrepression
zum Teil durch Phosphorylierung konservierter HisiReste in so genannten PTS
regulierenden Domanen (PRDs) verschiedener Antitettoren und Aktivator-Proteinen
umgesetzt. Solche Antiterminatoren sind weit vatéren vielen Bakterienspezies zu finden
und fast ausschlief3lich in der Regulation von Belizacosid PTS zu finden. Aktivatoren mit
PRDs fand man bisher ausschlie3lich bei Gram-pesitBakterien (Stulket al, 1998; Xue
and Miller, 2007).

PRD-enthaltende Regulatoren erhalten die Informatolber das Substrat und diese Art der
Regulation erlaubt eine hierarchische Nutzung dEB-Rucker (Gorke and Stilke, 2008).
PRD-enthaltende Regulatoren werden von PTS-abha@nditposphorylierung kontrolliert,
wobei in Abwesenheit eines Induktors die phosphernd ElIB-Komponente des PTS sein
Phosphat auf eine PRD ubertragt und den Regulartdnaktiviert. In Anwesenheit des
PTS-spezifischen Substrats ist der Regulator degptoogliert und das Phosphat wird auf den
Zucker Ubertragen, wodurch die Expression des @gdrmuziert wird (Stulket al, 1998).

Die Transkription von Genen, die von Antiterminatoikontrolliert werden, ist grundséatzlich
initiiert, aber die Elongation wird von Transkrigtisterminatoren geblockt. Die 5 Enden
dieser Terminatoren Uberlappen konservierte indeRepeats, so genannte Ribonuclein-
Antiterminatoren (RAT). Wenn der Antiterminator det, stabilisiert er wahrscheinlich die
RAT Sekundarstruktur und erlaubt so die Transksiptder Zielgene, z.BhglG in E. coli
Antiterminatoren dieser Familie besitzen eine Nwnieale RNA-Bindungsstelle (RBD) und
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Abbildung 9: Regulation der LicT-Antiterminator-Aktivitit GiberHPr- und EIF¥-katalysierte
Phosphorylierung: (a) In der Abwesenheit von PT8k2m phosphoryliert Eff' LicT am Histidin der PRD-

I. Zusatzlich kénnte HPr LicT am Histidin der PRDphosphorylieren. Diese multiple Phosphorylierdogs

von LicT kann nicht dimerisieren und ist daher hiaktiv. (b) In Anwesenheit induzierender Zuckee(®
Glucoside) dephosphoryliert Bfl LicT an PRD-I, was die Bildung von LicT-Dimerenrdirt. Jedoch
bendtigt die Aktivierung von LicT HPr-katalysiertehosphorylierung an PRD-Il. (¢) In Anwesenheit
zusatzlicher PTS-Zucker, wie Glucose, nimmt die jgean HPr-His-P ab und die Phosphatgruppen der PRD-
Il von LicT werden an HPr zurlick uUbertragen. Imhtiphosphorylierten Status dreht sich PRD-Il und nu
PRD-I ist dimerisiert. Die Dimerisierung der RNAabienden Doméne wird so verhindert und LicT kanmhtic
mehr an sein mMRNA-Ziel binden (Gorke and Stulk€)®0
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zwei konservierte PRD Regionen, Uber die der Amtileator moduliert wird. Einen gut
untersuchten Transkriptionsantiterminator stelltcTLi aus Bacillus subtilis dar (siehe
Abbildung 9). Der LicT-Antiterminator kontrollierdie Expression des BgIPH-Operons
(codiert fur Aryl-Beta-Glucoside) ifB. subtilis In der Abwesenheit von Beta-Glucosiden
wird LicT vom Beta-Glucosid-spezifischen Ell an deRD-I phosphoryliert und somit
inaktiviert. Sind Beta-Glucoside vorhanden, werdié® in die Zelle transportierten Zucker
phosphoryliert und LicT ist dephosphoryliert undiakLicT wird jedoch nicht nur Substrat-
spezifisch reguliert, sondern auch von der Verfikgia von Glucose und anderer PTS-
Zucker. In der Anwesenheit von Glucose ist LicTkina Um aktiviert zu sein muss es nicht
nur an PRD-I phosphoryliert werden, sondern auctP@D-II. PRD-II wird von HPr-His-P
phosphoryliert, welches nur in der Abwesenheit Gdacose verflugbar ist (Gérke and Stulke,
2008).

Transkriptionsaktivatoren mit PRDs wurden bisherr noa  Gram-positiven Bakterien
gefunden, z.B. das LevR Protein Bacillus subtilis welches die Expression des Levanase-
Operons kontrolliert. Das Levanase-Operon wurdeegdtes als strikt abhéngig ver' und
dem Transkriptionsaktivator LevR beschrieben (Maei al, 1989). Es codiert flr ein
Fructose-spezifisches PTS und das Enzym LevanaseR lhat unter dewm>*-abh&ngigen
Aktivatoren eine einheitliche Struktur (Debarboaiét al, 1991). Es besteht aus einem N-
terminalen Helix-turn-Helix Motiv, einer zum zenga Regulator NifA homologen Region,
welche fiir die Interaktion vos®* an der RNAP wichtig ist und zwei PRDs. Zudem konnte
C-Terminal EIIA und IIB Domanen mit hoch konsert@r Phosphorylierungsstellen
(Cystein oder Histidin) gefunden werden. Wie ben dentiterminatoren sind die PRDs
wichtig fur die Modulation der LevR-Aktivitat als éRktion auf die Fructose und Glucose
Verfugbarkeit (Greenbergt al, 2002; Stilkeet al, 1998). EIIB wirkt hier als negativer
Regulator der Transkription. Wenn der fur das PE&dtigte Zucker nicht vorhanden ist,
kann EIIB sein von HPr erhaltenes Phosphat nichdean Zucker abgeben und ist so in der
Lage, die PRDs von Transkriptionsregulatoren zusphorylieren (PRD-I bei BglG und
PRD-Il bei LevR). Diese binden nun an die DNA unuendricken die Transkription der
PTS-Gene. Andert sich jedoch die Zusammensetzungatdenstoffquellen und der Zucker
wird aufgenommen, so kann EIIB die PRDs nicht medtrosphorylieren und die
Transkription der Gene startet. Fur LevR ist zuderkannt, dass es auch positiv vom dem
Histidin-Phosphatibertrager HPr der PTS regulieerden kann. Diese zweite Form der
LevR-Aktivitatskontrolle ist abhangig von HPr-HisE; was mittels Punktmutation iptsH
Gen nachgewiesen werden konnte. Nach dem ModelleldR-Regulation besteht LevR aus
drei Domanen (A, B undC). In Anwesenheit von HPs-Ri wird die Doméne B von HPr
phosphoryliert und aktiviert LevR. Ist nun keinei€tose als Kohlenstoffquelle vorhanden, so
wird die Doméane C von den LevD und LevE Komponerdeslew-PTS phosphoryliert und
inaktiviert, unabhangig vom Phosphorylierungsstatles Domane B. Sind nun beide
Doménen nicht phosphoryliert, wird die Transkriptes Levanase-Operons aktiviert (Stulke
et al, 1995; Stulkeet al, 1998; van Tilbeurgh and Declerck, 200B). subtilisLevR kann
auch vonE. coli PTS positiv reguliert werden, was zeigt, dass dbicim-negative Bakterien
die Fahigkeit haben die Aktivitat PRD-enthaltend®egulatoren positiv zu kontrollieren
(Stulkeet al, 1995)

Vier weiteres>*-abhangige Aktivatoren wurden Bi subtilisbeschrieben: RocR (Calogeeo
al., 1994), AcoR (Aliet al, 2001; Huanget al, 1999), BkdR (Debarbouillet al, 1999) und
YpIP (Beckeringet al, 2002).
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Von den zwei PRDs wird das dem N-Terminus nahgehele als PRD-I und das nahe dem
C-Terminus als PRD-Il bezeichnet. Alle PRD Sequanzesitzen an Position 7 ein Histidin
als Ziel der positiven oder negativen RegulatiomcduPTS-abhangige Phosphorylierung.
Downstream von diesem Histidin findet sich ein hd&cmserviertes Arginin und in vielen
PRDs an Position 70 ein weiteres Histidin. EIIB,e dletzte Komponente in der
Phosphorylierungskaskade von PTS, ist also fur déackertransport und die
Phosphorylierung von PRDs zustandig.

B.3.3 Listerielle Phosphotransferase-Systeme

Von den sieben PTS-Familien weisen die meistenebisbquenzierten Bakterien in ihrem
Genom nicht alle auf. Anders dagegen Listerien, cgidieren fur alle sieben PTS EIIC
Familien undL. monocytogenesst das Bakterium mit den meistgris Genen. 91 Gene
codieren fur 29 komplette und einige unvollstandddeé.L. monocytogenesGD-e weist mit
3,2% unter allen bislang sequenzierten Bakterian ltichsten Prozentsatz an genetischem
Material in PTS auf (Glasest al, 2001). Vergleicht man die zwki monocytogeneStamme
EGD-e und 4b F2365, dann besitzt EGD-e zwei zusk&lGlucose-PTS, drei fur Fructose
und eines aus der Ascorbat-Familie. Dies sind oéuthehr als in der apathogenen Art
innocua(siehe Tabelle 2). Zuséatzlich zu den Zucker-PTStihe. monocytogenesuch noch
ein fur Dihydroxyaceton (DHA) spezifisches PTS @aote and Saier, 2005; Glassral,
2001).

Glc Fru Lac Gut Gat Man Asc

L. innocuaClip11262 2 4 8 1 3 4 1

L. monocytogendsGD-e 6 6 8 1 3 4 2

Tabelle 2 Vergleich der vollstandigen PTS van innocuaClip11262 undL. monocytogeneEGD-e aus den
Familien Glucose (Glc), Fructose (Fru), Lactosec]l &lucitol (Gut), Galactitol (Gat), Mannose (Mamd L-
Ascorbat (Asc) (Barabote and Saier, 2005).

Trotz der grol3en Anzahl an PTS-Genen besitainonocytogenekein vollstandiges PtsG,
lediglich ein EIIA®® konnte annotiert werden. Dieses ist jedoch nicit der
Glucoseaufnahme in Listerien beteiligt (S. Mertipgrsonliche Mitteilung). Fur zwei der
PTS"¥"Permeasen konnte dagegen schon gezeigt werdensigaam Glucose-Transport in
L. monocytogene@Arous et al, 2004a; Dalekt al, 2001) undL. innocua(Xue and Miller,
2007) beteiligt sind. Diese Studien zeigten zudeass die Operons der zwei PTS-Permeasen
mpoABCD (Imo0781-0784) unchptACD (Imo0096-0098)>*abhangig transkribiert werden.

In L. monocytogenesird die Expression deaptOperons (Abbildung 10) vosr* und ManR
kontrolliert und von den Zuckern Glucose und Mamnogluziert, welche Uber die vanpt
codierte Permease transportiert werden. Derrpoi codiertes®*-Faktor ist eine alternative
Untereinheit der RNA-Polymerase und wurde zunaichEL coli als Faktor zur Regulierung
des Stickstoffkreislaufes identifiziert. Heute &ne groRe Bandbreite ast*-abhangigen
Genen in Gram-negativen und Gram-positiven Baktelbiekannt, welche in den Stickstoff-
und Kohlenstoffmetabolismus, Flagellensynthese \irdlenz involviert sind (Studholme
and Buck, 2000). Des**Faktor erméglicht es der RNAP die Transkriptiomaner Klasse
-24/-12-Promotoren zu initiieren, welche sich bettich von den -35/-10-Promotoren des
vegetativens'-Faktors unterscheiden (Barries al, 1999). Die Konsensussequenz d&k
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Promotoren ist TGGACNS-TTGG/t, wobei GG und GC hochkonserviert sind (Moretd a
Buck, 1989). Im Gegensatz o’ benétigt dies>*-abhangige RNAP einen Aktivator um den
offenen Komplex der Transkriptionsinitiation zudsh. Solches>*-abhéngigen Aktivatoren
(auch als Enhancer bindende  -24:12

Proteine (EBPS) beschrieben)% wprd | > e > J,,M}D_?TT

binden spezifisch an eine
upstream liegende Abbildung 10: Genetische Organisation d_emp'&(_)perons in L..
L monocytogenesDie open reading frames sind mit offenen Pfeilen
aktivierende Sequenz (UAS), gargesteli{mptA (Imo0096),mptC (Imo0097) undmptD (Iom0098)),
welche generell 100 bis 200 der putative rpoN-abhangige Promotor und die Teatoiren sind
bp upstream vom Promotor gezeigt. (Dalett al, 2001; Milenbachs-Lukowiakt al, 2004)
liegt (Shingler, 1996).c°*Faktor assoziierte Aktivatoren der NifA-NtrC-Faail sind
klassischerweise aus drei unabhangigen Domanen mpusagesetzt, welche in
Signalerkennung, transkriptionelle Aktivierung ur2NA-Bindung involviert sind. Die
zentrale Domane, welche die Transkriptionsinitiatioittels Interaktion mis>* steuert, ist am
starksten konserviert. Filr. monocytogenesiurden bisher nur das Mannose-Operopt
(Arous et al, 2004a) und das Operon fur den Carnitin-Transpanpe (Okadaet al, 2006)
als c>*abhangig beschrieben. Die Expression deptOperons (Imo0096-0098) wird
zusatzlich vom ManR-Aktivator reguliert, welcherrzuevR-Familie gehort (Daleet al,
2001). ManR koénnte ¢>* dabei helfen die mptPromotor-DNA wahrend der
Transkriptionsinitiation aufzuschmelzen (Xue andi&fj 2007). In einerpoN-Mutante ist
die Expression vompt stark herunterreguliert (Aroust al, 2004a), was neben der starken
Hochregulation von PT&(mo0027) auch zu einer Resistenz gegen Baktegodaer
Subklasse lla fuhrt (Dalet al, 2001).

Fur die Regulation von mpt ih. innocuawurde
bisher folgendes Modell aufgestellt: In i"jLAH‘
Abwesenheit von Glucose transferiert 1in0143 ”%;,
(EIIAB codiert von mptA entspricht Imo0096) %
seine von HPr-His-P Ubertragene Phosphatgruppe
auf His-871 in PRD-II, inaktiviert so ManR,

wodurch diemptExpression reprimiert wird. His- N mpd  mpC D
506 konnte zur gleichen Zeit ebenfalls von HPr-,
His-P phosphoryliert werden. Ist nun Glucose im "
Medium vorhanden, so gibt es einen aktiven. |

A

{

<

oL

Inactive ManR

L
T

Phosphatgruppentransfer von EIIAB Uber EIIC \'%_{ @‘7*’5 B
und EIID auf die durch die Membran tretende s % o
Glucose und ManR wird nicht am His-871 =/ Active ManR
phosphoryliert. Gleichzeitig werden auch weniger E
ManR-Molekile von Hpr am His-506 der PRD-I ?1 7 wu | me o
phosphoryliert. Diese nur an PRD-I L) : )

5 T T

phosphorylierten ManR-Proteine waren nun aktiv' o ) © @

und in der Lage mit der RNAPg>* und . ,
s . . . . bbildung 11: Schema der mpt Regulation

moglicherweise auch Lin0142 zu interagieren ungli: i<’ nd ManR (nach Xue and Miller

die Transkription des mpt-Operons zu initilererz0o7)

(Xue and Miller, 2007).
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Arous et al. (2004a) stellten anhand ihrer Daten und dem bekanklechanismus auB.
subtilis (Deutscher, 2008) die Theorie auf, dass die Abmahter mpt Expression
maoglicherweise in einer erhéhten Menge HPr-Hisslteert, was in einer Phosphorylierung
der GlpK oder PTS-Komponenten und Abnahme an HR#PSesultiert, was wiederum zu
einer Verringerung der CCR fiihrt, wodurch mehr B¥Bn00027) gebildet wird. Eine solche
Regulation anderer PTS durch Mannose-spezifischge-lRdmponenten wurde schon zuvor
als Teil der CCR inStreptococcus salivariusind Lactobacillus pentosuseschrieben
(Bourassa and Vadeboncoeur, 1992; Cha#ibal, 2001).

In silico Analysen lassen vermuten, dassmjgo Transkriptions®*-abhéngig verlauft. Zudem
liegt dasmpoOperon direkt downstream vosi*-abhangigen Transkriptionsaktivator ManR.
Eine  Sequenzanalyse  dery,

Upstream-Region vompozeigt i

elnen pUtatlvem54-SpeZ|f|SChen —EE‘—;’—' uum.aNrrwuﬂ‘H mpol >'|- mpol)

-24/-12-Promotor und einen _ _ o _
zusatzlich UberlappendenAbb"dung 12: G_enetlsche O_rganlsatlon d_eepo(_)perons in L._

. monocytogenesDie open reading frames sind mit offenen Pfeilen
putativen -35/-10-Promotor. dargestellt (manR (Imo0785), mpoA (Imo0784), mpoB (Imo0783),
Eine regulatorische Konsensus-mpoC (Imo0782) undmpoD (Imo0781)) und der putative rpoN-
sequenz der Cre-Box wurde @bhangige Promotor ist gezeigt (Arcatsal, 2004b).
ebenfalls 79 bp upstream der Transkriptionsindiastelle gefunden. Offenbar steht
mpcABCD also unter Katabolitrepression. Inaktivierudgs mpcOperons (Imo0781-0784)
fuhrt zu einer leichten Resistenz gegen Baktermaer Subklasse lla, wahrscheinlich als
Antwort auf die verringertenptExpression. Im Gegenzug fuhrt eine Inhibierung wgot zu
einer erhbhten Expression vompa Offenbar gibt es eine Cross-Regulation zwischgt
undmpa In beiden Mutanten ist wie in dgsoN-Mutante das PT%(Im00027) hochreguliert.

ManR besitzt die klassischen Bindemotive andes&f-assoziierter Aktivatoren: Ein
ATP/GTP-Bindemotiv A (Position 144-151) und eis®-Interaktionsdoméne (Position 209-
224). Interessanterweise hat Man R auch eine nermeise in Helicasen gefundenes
klassisches DEAH-Motiv mit 10 aa Sequenz (PositRkv-226) (Lukinget al, 1998).
Offenbar kdnnte ManR also nicht nur ATPase- sondech Helicase-Aktivitat besitzen. Und
ManR besitzt zwei PTS HTH o™ interaction PRD-I EIIA PRD-II
regulierende Domanen (PRD-I Hs0s e

an Position 501-566 und PRD- (NI N [~ [

“ an POS|t|0n 863_29), Welche 6 83 113 339 471 569 578 694 836 93¢

fur LevR in Bacillus subtilis

beschrieben sind. LevR Abbildung 13: Domanen-Organisation von ManR in innocua
K li di . d Linl1l. Das Protein wurde mittels dem InterProScaerver
ontrolliert die Expression .es (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan) geprift. Konserte Histidine
lev-Operons, welches fir eine und die Grenzen von jeder Doméne sind nummeridrt Helix-turn-
Permease der Mannose-Familidelix DNA-bindende Domane; EIlIA, Fructose-PTS-Peaste EIIA-

codiert (Daletet al, 2001). ahnliche Domane. (Xue and Miller, 2007)

2003 beschreiben Dalet al. mit LacR (codiert von Imo1721) einen neuetl-assoziierten
Aktivator der LevR-Familie und das’*-abhangige Operotpo. Daslpo-Operon (Imo1720,
Imo1719 und Imo1718) codiert fur Ell-Untereinheitetie der Lactose-Familie ahneln und
werden von Cellobiose, Chitobiose und Lactose i@miti LacR weist eine 54%-ige
Ahnlichkeit mit LevR vonB. subtilisauf. Der N-Terminus von LacR besitzt eine Glycin-
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reiche Region, die zu einem ATP/GTP-Bindemotiv gelfBosition 113-120) und eing*
Interaktionsdoméane (Position 178-193). Ein putatiAelix-Turn-Helix-Motiv fir die LacR-
DNA-Interaktion wurde im N- 50 i

Terminus identifiziert und o
zwei PRDs (PRD-I von =

Position 436-531 und PRD-II Tk

von Position 791-887).
Zwischen den zwei PRDs Abbildung 14: Genetische Organisation dasR- undlpo-Operons in

. i L. monocytogenedie open reading frames sind mit offenen Pfeilen
wurde wie schon fir LeVR gargestellt IacR (Imo1721),IpoB (Imo1720), IpoA (Imo1719) und
beschrieben eine EIIA-PTS- IpoO (Imo1718), die putativen Promotoren und die Teatoren sind
Komponente an Position 543- gezeigt. (Daleet al, 2003; Milenbachs-Lukowiakt al, 2004)

658 gefunden. Die PRD-I, PRD-Il und die ElIIA-Domé&eden ein gemeinsames Merkmal,
und zwar konservierte Histidinreste an den Postiod68, 823 und 550, welche von PTS-
Komponenten phosphoryliert werden kdnnten und sdAdtivitat von LacR regulieren.

Die Zuckerverwertung vofpoA- und IpoO-Mutanten (Imol1719 und Imol1718) wurde mit
dem Wildtyp verglichen und es konnte hierbei keimteydschied festgestellt werden. Das
monocytogene€GD-e Genom wurde analysiert und fiir Imo2708 (BYBIIC)) konnte
ebenfalls ein putatives®>*abhangiger Promotorbereich mit UAS-Motiven wie ipo-
Promotor gefunden werden. Daher nahmen Dalat (2003) an, dass Imo2708 ebenfafl$
und LacR-abhangig kontrolliert wird und eine fuokiélle Einheit mit PTSY(EIIB/A)
codiert von Imo1720/1719 bilden kénnte.

Schon zuvor sind zwei spontante Mutanten in Phdsphsferasesystemen vobh.
monocytogenebeschrieben worden, die resistent gegen Bakteeosind. Bei der ersten
Mutante handelt es sich um eine Deletion von Im@008as zu einer Resistenz gegen
Leucocin A fuhrt (Ramnatlet al, 2000) und die zweite Mutante, die gegen Pedi®#nl
resistent ist, Uberexprimiert ein Beta-Glucosidzsfmches PTS (Graveseet al, 2000).
Schon friher konnte gezeigt werden, dass die Gaatgeahme in L. monocytogenes sensitiv
gegenuber Pediocin JD ist (Christensen and Hutki®g4).
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B.4 Zielsetzung

Die Pathogenitat voh. monocytogenewird durch verschiedene Virulenzfaktoren bestimmt,
deren Expression grof3teils vom zentralen Viruleneggulator PrfA kontrolliert wird. Die
Expression von PrfA selbst wird auf transkriptideelund posttranksriptioneller Ebene
reguliert und hauptséachlich durch verschiende Urnbegedingungen moduliert (Johanssein
al., 2002; Kreft and Vazquez-Boland, 2001; Milenbachis al, 1997). So fuhrt die
Anwesenheit verschiedener Kohlenstoffquellen wiadBse oder Cellobiose zu einer starken
Inhibierung der PrfA-Aktivitat. Diese Zucker werdéher PEP-PTS in die Zelle transportiert.
Dagegen zeigte die PTS-unabhéngige Aufnahme voooSés1l-Phosphat und Glycerin keine
Inhibierung der PrfA-Aktivitat (Josepét al, 2008; Ripioet al, 1997).

Die drei Listeria=SpeziesL. monocytogened.. ivanovii und L. seeligeri verfigen uber
ahnliche Pathogenitatsinseln (LIPI-1), deren em¢in@n Gene in unterschiedlicher Weise
reguliert werden und verschiedene Aktivitat zeigereft et al, 2002). In dieser Arbeit wurde
zunachst die Bindungseigenschaften der verschied®nfA-Proteine an PrfA-abhangigen
Promotoren der drei Spezies untersucht und an8anlce mit den PrfA-liberexprimierenden
Stammen EGRprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* die Auswirkung verschiedener Medien
und Kohlenstoffquellen auf Wachstum, PrfA-Aktiviténd Expression der PTS-Gene.

Um ein tieferes Verstandnis der Rolle der PTS-Pas®e als potentielle Modulatoren der
PrfA-Aktivitat zu erhalten, wurden Deletionsmutamteverschiedener PTS-Permeasen
hergestellt und die Auswirkung der Deletion auf dieckeraufnahme und die PrfA-Aktivitat
in vitro undin vivo untersucht. Da bisherige PTS-Studien alle mit kemplexen Medien
BHI und LB gemacht wurden und eipésHMutante zwar in BHI noch wachsen kann, aber
nicht in einem definierten Minimalmedium, welchear lrPTS-Kohlenstoffquellen enthalt
(Mertins et al, 2007), wurden die Studien dieser Mutanten voenalin Minimalmedium
durchgefuhrt. Die erhaltenen Daten wurden schiid3tioch mit dem Nachweis einer direkten
Proteininteraktion von PrfA mit PTS-Komponentenarstitzt.
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C Material und Methoden

C.1 Bakterienmedien und Antibiotika

C.1.1 Bakterienmedien

Die Medien bzw. Agarplatten wurden nach den aufigeéin Rezepten zusammengestellt und autoklaviért (2
min. bei 120°C). Das Minimal-Medium wurde mittelaem sterilen Filter (Porendurchmesser 22um) stiit.
Nach dem Abkuhlen auf unter 50°C konnten Zusatze Awitibiotika steril zugegeben und die Agarplatten
gegossen werden.

C.1.1.1 BHI-Medium (brain heart infusion)

Standardmedium fir Kultivierung von Listerien. Digigenschaften dieses Mediums sind gerade was die
Genregulation in Listerien betrifft stark von degrwendeten Charge abhangig. Welche Komponente genau
daflr verantwortlich ist, ist noch nicht bekannt.

BHI 37 g/l
[Agar 15 g/l]

Mit dH,O auf gewiinschtes Volumen auffillen und autoklaner

C.1.1.2 LB-Medium (Luria-Bertani)

Standardmedium fiir Kultivierung vda coli Stammen.

Pepton/Casein 10 g/l
Hefeextrakt 59/l
NacCl 10 g/l
[Agar 15 g/l]

Mit dH,O auf gewiinschtes Volumen auffillen und autoklaner

C.1.1.3 Minimalmedium fiir Listerien

Dieses Minimalmedium wurde filuiisteria monocytogeneScott A entwickelt (Premaratred al, 1991). In
dieser Arbeit wurde es leicht modifiziert (mit Hiih) verwendet.

Criv Cn
KH,PQ, (136,1 g/mol) 6,56 g/l 48,2 mM
NaHPQ, (142,0 g/mol) 16,4 g/l 115 mM
MgSQ, x 7 HO (246,5 g/mol) 0,41 g/l 1,66 mM
Eisen-lll-zitrat 100 mg/I
Arginin 100 mg/I
Cystein 100 mg/I
Isoleucin 100 mg/I
Leucin 100 mg/I
Methionin 100 mg/I
Valin 100 mg/Il
Riboflavin 0,5 mgl/l
Biotin 0,5 mgl/l
Thiamin 1,0 mg/l
Thioctsaure 5 upall
Glutamin 600 mg/|
Histidin 100 mg/I
[Agar 15 g/l]

Mit dH,0 auf gewtinschtes Volumen auffillen und steritiélien. AnschlieRend die gewiinschte molare Menge
einer steril filtrierten Kohlenstoffquelle zugeben.
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C.1.1.4 Einfriermedium fiir Bakterien

Glycerol und Salz bewahren die Bakterienzellen bEinfrieren vor Schaden durch Bildung von Eiskiista
und osmotischem Stress.

Glycerol

50% (v/Vv)

NaCl 2,9% (w/v)

Mit dH,O auf gewiinschtes Volumen auffillen und autoklaner
Anwendung: wird 1+1 mit einer Ubernachtkultur gechisund die Bakterien dann bei -80 °C eingefroren.

C.1.2 Antibiotika, Stammldsungen

Antibiotikum Losungsmittel Konzentration
Ampicillin dHO 100 g/l
Erythromycin Ethanol 100 g/l oder 10 g/l
Kanamycin dH,O 25 g/l

Penicillin G dH,O 12,5 g/l

Sterilfiltrieren und bei -20 °C aufbewahren.

C.2 Verwendete Bakterienstamme

Name Beschreibung Herkunft

E.coli DH5a siehe Stratagene Katalog Stratagene
E.coliM15 siehe QlAexpressionlét QIAGEN

L. monocytogeneSv1/2aEGD Hly*" S.H.E. Kaufmann
L. monocytogene&4?2 Hly, AprfA B. Middendorf 1995
L. monocytogene&4?2 x pERL3 Hly", AprfA, Enf, KmR? Diplomarbeit

L. monocytogene&s42 Hly", tragt auf pERL3rfA-Gen A. Marr 2004

X PERL3 X pPrfA (EGDypra) aus EGD, Ef Km®

L. monocytogene&s42 Hly’, tragt auf pERL3rfA*-Gen A. Marr 2004

X PERL3 X pPrfA* (EGDyprar) aus P14A, Eff Km®

L. monocytogeneSv1/2aEGD-e schwach hdmolytisch

human- und tierpathogen

Genom segenziert (Glaset.al 2002)
Ausgangsstamm aller in dieser

Arbeit hergestellten Deletionsmutanten

(Glasetral, 2001)

L. monocytogendsGD-e A0021-4 Imo0021-0024 deletiert diese Arbeit
L. monocytogendsGD-e A0027 Imo0027 deletiert diese Arbeit
L. monocytogendsGD-e A0096-8 Imo0096-0098 deletiert diese Arbeit
L. monocytogendsGD-e A0738 Imo0738 deletiert diese Arbeit
L. monocytogendsGD-e A0781-4 Imo0781-0784 deletiert diese Arbeit

. monocytogendsGD-e A1017

. monocytogendsGD-e A1035

Imo1017 deletiert

Imo1035 deletiert
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L. monocytogendsGD-e A1255 Imo1255 deletiert

L. monocytogendsGD-e A1997/2000-2 Im01997 und Imo2000-2002 deletiert

L. monocytogendsGD-e A2683-5 Imo2683-2685 deletiert
L. monocytogendsGD-e A2772 Imo2772 deletiert
L. monocytogendsGD-e A2787 Imo2787 deletiert
L. monocytogendsGD-e A0096-8 Imo0096-0098 und Imo0027 deletiert
A0027
L. monocytogendsGD-e A0096-8 Imo0096-0098, Imo0781-0784
AQ781-4A0027 und Imo002Mdeletiert

L. monocytogendsGD-e AManPTS Imo0021-0024Imo0096-0098, Imo0781-
0784 und Imo01997/2000-20@etiert

L. monocytogendsGD-e AManPTS Imo0021-0024Imo0096-0098, Imo0781-
A0027 0784, Im01997/2000-2002 und Imo0027
deletiert
L. monocytogendsGD-e AManPTS Imo0021-0024Imo0096-0098, Imo0781-
A0027A2683-5 0784, Im01997/2000-2002, Imo00arAd

Im02683-2685 deletiert

L. monocytogendsGD-e AManPTS Imo0021-0024Imo0096-0098, Imo0781-
A0027A2683-5A2708 0784, Im01997/2000-2002, Imo0027,
Im02683-2685 und Imo2708 deletiert

L. monocytogendsGD-e A2683-5 Imo2683-2685 und Imo0027 deletiert
A0027
L. monocytogenésSGD-e x pERL3 Ent, Km?
L. monocytogenésGD-e A0096-8 Ent, Km?
X pERL3
L. monocytogendsGD-e x p0096 tragt auf pERL3 Imo0096-Gen
Enf, Km®
L. monocytogendsGD-e A0096-8 tragt auf pERL3 Imo0096-Gen
x p0096 Emf, Km®

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Wenn nicht anders beschrieben, wurden Listerier8BeiC auf Agarplatten bzw. in einer Schittelkul¢i®0
rpm) mit BHI Gber Nacht kultiviert. FUE. coli Stimme wurde LB statt BHI als Nahrmedium verwendet

C.3 Verwendete Plasmide

Name Beschreibung Herkunft
pERL3 Shuttle-Vektor, Ef Km® Hartl 1990
pERL3 x PrfA Shuttle-Vektor, tragirfA-Gen vonL.monocytogeneBGD,r, Em?, KmR A. Marr, 2004
pPERL3 x PrfA* Shuttle-Vektor, tragirfA* Gen vonL.monocytogeneB14A, Enf, KmR A. Marr. 2004
pERL3 x 0096 Shuttle-Vektor, tragt Lmo0096 Gen womonocytogenesenf, KmR diese Arbeit
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pLSV101 Shuttle-Vektor, tréagt einen temperatur-gamen Gram-positiven K. Knuth, 2004
Replikationsursprung (bei 30°C aktiv, bei 42°C inaktivagt Origin vom
Typ ColEL1 fiir die Replikation i&.coli, besitzt eine Erythromycinresistenz

(En)
Derivate von Enthalt in der Multiple-Cloning-site zwischen derEcoRI- und
pLSV101 BamH |-Restriktionsschnittstelle homologe Sequenz zur Deletion von:
pLSV101_0021- Imo0021 bis 0024 aus. monocytogenesGD-e diese Arbeit
0024
pLSV101_0027 Imo0027 alis monocytogenesGD-e diese Arbeit
pLSV101_0096- Imo0096 bis 0098 aus. monocytogenedsGD-e diese Arbeit
0098
pLSV101_0738 Imo0738 alis monocytogenesGD-e diese Arbeit
pLSV101_0781- Imo0781 bis 0784 aus. monocytogenesGD-e diese Arbeit
0784
pLSV101_ 1997 Imo01997 alis monocytogendsGD-e diese Arbeit
pLSV101_2000- Imo2000 bis 2002 aus. monocytogenesGD-e diese Arbeit
2002
pLSV101_2683- Imo02683 bis 2685 aus. monocytogenesGD-e diese Arbeit
2685
pLSV101_2772 Imo2772 als monocytogenesGD-e diese Arbeit
pLSV101_2787 Imo2787grB) ausL. monocytogendsGD-e diese Arbeit
pLSV101_2708 Imo2708 alis monocytogeneSGD-e diese Arbeit
pPQE30, pQEGO pQE Vektoren vermitteln AfnfE. coliM15 mit pQE wurden in Qiagen
Gegenwart von 100 mg/I Ampicillin und 25 mg/l Kangim kultiviert
Derivate von produziert His-Tag Fusionsprotein mit Template:
pPQE Vektoren
pPQE30.0096 Imo0096von L. monocytogendsGD-e diese Arbeit
pQEG60 0783 Imo0783von L. monocytogendsGD-e diese Arbeit
pQE30 2685 Imo2685von L. monocytogendsGD-e diese Arbeit

C.4 Verwendete Zelllinie

Name Beschreibung Herkunft

J774A.1 adharent wachsende Zelllinie epithelialerphologie aus einem Stammsammlung
retikularem Zell Sarkom der Maus
Volle Beschreibung: ATCC TIB-67 (ACC170)

C.5 Oligonukleotide
C.5.1 fiir EMSA

Name Sequenz 5’-3’ Richtung Gen/Bezugssequenz

BM1 tce tat cta gaa gtg act ttt atg tt PromdtiyrL. monocytogendsGD-e
BM2 gct tct cta gat gaa acg caa tat ta Promigiok. monocytogenesGD-e
CD1 gat gct tct aga aaa gtt gct gaa gc PronaatxL. monocytogendsGD-e
CD2 tat tct aga att att tta aga ata tca PromattkL. monocytogenesGD-e
LivActA-1 cat ggg aag aag ttg gcg tta gat PromaitAL. ivanovii

LivActA-2 caa ttc atg aat tgc ttc aag aat agc a ronidtoractAL. ivanovii

LivHly-1 gcc tat cta gaa aat aat ttc aca tc Pramily L. ivanovii

LivHly-2 ctt cca aga ttt aga aac gca ata tta Promay L. ivanovii

LSACctA-1 cat ggc tcg gtg tag gta ttt ¢ PromadotAL. seeligeri

LSACtA-2 att cat gaa tta ttt aca gaa taa cac PronaatAL. seeligeri

LSHIy-1 gtc tta tct aga tca aca tta aca ta PromtdioL. seeligeri
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Name Sequenz 5’-3’ Richtung Gen/Bezugssequenz

LSHIy-2 cga ttc att agc ttg aaa cgc aat att a Btonmly L. seeligeri

C.5.2 fiir Klonierung und Uberpriifung pERL3-Stamme
Name Sequenz 5’-3’ Richtung Gen/Bezugssequenz

PERL3-CheckF
pERL3-CheckR
PrfA-CheckF

tgg atg atc ctc cag cgc ggg

cta gac tcg aga gct ctc g

aac agc tga gctatgtgcg
PrfA-CheckR ata ccc taa aaa cat tag gc
Lmo0096-Xhol-pERL3  atc att ggt act cga ggc ttt taa g
Lmo0096-Smal-pERL3 cag aca taa tac ccg ggc tat ttt a

Multiple cloning sifeRh3
Multiple cloning site pERL3
prfA L.monocytogeneSGD-e
prfA L.monocytogeneSGD-e
Imo0095L. monocytogenesGD-e
Imo0096L. monocytogendsGD-e

C.5.3

fiir Klonierung in pLSV101

Name

Sequenz 5’-3’ Richtung

Gen/Bezugssequenz

Lmo0021-BamHI
Lmo0021-Xhol
Lmo0024-Xhol
Lmo0024-EcoRl
Lmo0027-BamHI
Lmo0027-EcoRl
Lmo0027-Xhol-for
Lmo0027-Xhol-rev
Lmo0096-BamHI
Lmo0096-Xhol
Lmo0098-EcoRl
Lmo0098-Xhol
Lmo0738-BamHI
Lmo0738-EcoRl
Lmo0738-Xhol-for
Lmo0738-Xhol-rev-2
Lmo0781-BamHiI
Lmo0781-Hindlll
Lmo0784-Hindlll
Lmo0784-EcoRl
Lmo1035-BamHiI
Lmo1035-EcoRl
Lmo1035-HindllI-for
Lmo1035-Hindlll-rev
Lmo1255-BamHiI
Lmo1255-Xhol-rev
Lmo1255-Xhol-for
Lmo1255-EcoRl
Lmo1997-BamHI
Lmo1997-Xho-rev
Lmo1997-Xho-for
Lmo1997-EcoRl
Lmo2000-EcoRl
Lmo2000-Xhol
Lmo2002-Xhol

tgc cga acg gat cct tca atc g
acc atg tgc ctc gag aat ata atc ¢
ttt att caa cct cga gat tct agg tta aaa
acg att atc taa aat aga att cgc aaa ctc
agc agg tct gga tce gac ttt tc
ctt tac cga cta aat gaa ttc att gat aat tat
taa tca cac tcg aga tct aag actath t
gct aat tgc tcg agt ttc att ttg ac
got gaa aat tat gga tcc tta tga aat aaa
acc gtg agt ctc gag gat aat tcc

gta ttt tac gta aga att ctt tag gtc gt
tgg tca ctt act cga gct tct gta aa
ttc tat tca agg gat cct tga aac aac
got aat ctt tga att ctg ctc tat ¢
tta gat gta ctc gag tcg gat ¢
tct tta gct agc tcg aga taa tcc att
aat tct agt tgg atc cat tac agt t

ttc att aac tgt aag ctt ttc act ¢
gtc ggg gag aag ctt tta taa tg

taa aaa tag gga att cgc gga tga a
tac aga tat agg atc cga gat tct cg
tgt tcc aac atg aat tct gta tag ggt tta a
aga caa taa cca aaa gct tttagmaaa g
ttt cca cca aca agc ttt aca tacc

ttt aac tcg gat cct gtc tc

tat taa ttc ctc gag agc gc

aaa aac act cga gta aaa agt ga

cat cgt atg aat tca aat agt ac

tgc taa agg gat cct aga agt ag

gag tac act cga gaa ttg ctt tc

gct tga aga act cga gga aga tt

acg act ttg aat tct gct ttt agt g

taa aag ggc gaa ttc aag cgc ca

tag gag cgc tcg agg gtt tat ta

cga tgg tct acc tcg aga aat tg
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Imo0020 L. monocytogenE$D-e
Imo0021 L. monocytogenE&D-e
Imo0024 L. monocytogenE&D-e
Imo0025 L. monocytogenE$SD-e
Imo0026 L. monocytogenE$SD-e
Imo0028 L. monocytogenE&D-e
Imo0027 L. monocytogenE&D-e
Imo0027 L. monocytogenE&D-e
Imo0095 L. monocytogenE$SD-e
Imo0096 L. monocytogenE$SD-e
Imo0099 L. monocytogenE&D-e
Imo0098 L. monocytogenE&D-e
Imo0737 L. monocytogenE$SD-e
Imo0739 L. monocytogenE$SD-e
Imo0738 L. monocytogenE$D-e
Imo0738 L. monocytogenE&D-e
Imo0780 L. monocytogenE&D-e
Imo0781 L. monocytogenE$D-e
Imo0784 L. monocytogenE$D-e
Imo0785 L. monocytogenE&D-e
Imo1034 L. monocytogenE&D-e
Imo1036 L. monocytogenE&D-e
Imo1035 L. monocytogenE$SD-e
Imo1035 L. monocytogenE$SD-e
Imo1256 L. monocytogenE&D-e
Imo1255 L. monocytogenE&D-e
Imo1255 L. monocytogenE&D-e
Imo1254 L. monocytogenE$SD-e
Imo1998 L. monocytogenE$D-e
Imo1997 L. monocytogenE&D-e
Imo1997 L. monocytogenE&D-e
Imo1996 L. monocytogenE&SD-e
Imo1999 L. monocytogenE$SD-e
Imo2000 L. monocytogenE$SD-e
Imo2002 L. monocytogenE&D-e
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Name

Sequenz 5’-3’ Richtung

Gen/Bezugssequenz

Lmo2002-BamHI
Lmo2683-BamHiI
Lmo2683-Hindlll
Lmo2685-Hindlll
Lmo2685-EcoRl
Lmo2772-BamHI
Lmo2772-EcoRl
Lmo2772-Xhol-for
Lmo2772-Xhol-rev
Lmo2708-BamHI
Lmo2708-EcoRl
Lmo2708-Xhol-for
Lmo2708-Xhol-rev
Lmo2787-BamHI
Lmo2787-EcoRl
Lmo2787-Xhol-for
Lmo2787-Xhol-rev-2
pLSV1BamHI
pLSV1EcoRI

tac atc cca gga tcc cct aga aa
cct ttt cce gga tec tea ctt tat a
gct gaa cat aca agc ttg att gtt tt
aaa gaa att gtt aag ctt tat aagpaat
ttg gat agc gaa ttc tat acc aat t
aga gct gcc gga tec tga aat ttc

aac cag tgt ttt act aaa tga att gaa c

gga gtg agc tcg agg agt aat ac
ttg cta act gct cga ggt cca tg

tct tat ctt tac gga tcc tta gca cg
att ttt tga att ctc cgg cat atc gc

tac caga ac tcg aga tga aag ctt ag

tta act cga gca tat ttt atc ctc cc

tac tgg aag agg atc cag gat tta ttg
tgg cat tat gtg tag gaa ttc aaa ttt g

aaa gct act aat gat ctc gag gtt tc
gaa ttt aga caa ctc gag ataccit
aat aag ctt ggc tgc agg tc

gtt ttc cca gtc acg acg tt

Imo2003 L. monocytogenE$D-e
Imo2682 L. monocytogenE&D-e
Imo2683 L. monocytogenE&D-e
Imo2685 L. monocytogenE&D-e
Imo2686 L. monocytogenE$SD-e
Imo2773 L. monocytogenE$SD-e
Imo2771 L. monocytogenE&D-e
Imo2772 L. monocytogenE&D-e
Imo2772 L. monocytogenE&D-e
Imo2707 L. monocytogenE&SD-e
Imo2709 L. monocytogenE&SD-e
Imo2708 L. monocytogenE&D-e
Imo2708 L. monocytogenE&D-e
Imo2788 L. monocytogenE$SD-e
Imo2786 L. monocytogenE$SD-e
Imo2787 L. monocytogenE&SD-e
Imo2787 L. monocytogenE&D-e
Multiple ctansite pLSV1
Multiple clogisite pLSV1

C.5.4 fiir Uberpriifung und Sequenzierung der Deletion

Name Sequenz 5’-3’ Richtung Gen/Bezugssequenz

Lmo0021-1 caa gga aaa ggc aca tac gta ag Imo0020 L. monocytogenEs&D-e
Lmo0024-2 gag gtt cca caa act ttt cct tc Imo0025 L. monocytogenE&D-e
Lmo0027-1 gta tta cgg att ctg gat tg Imo0026 L. monocytogenE&D-e
Lmo0027-2 tct ccg cta att aat aca cg Imo0028 L. monocytogenE&D-e
Lmo0096-1 aga agg gtt tag act ggc aaa g Imo0095 L. monocytogenES&D-e
Lmo0098-2 acc gaa acg agc gcttcataac Imo0099 L. monocytogenEs&D-e
Lmo0738-1 gaa att ggc gca gat tit att g Imo0737 L. monocytogenE&D-e
Lmo0738-2 aac cca ata ttt cac tcg acc Imo0739 L. monocytogenE&D-e
Lmo0781-1 caa gat atc agc gta ggt att tc Imo0780 L. monocytogenE&D-e
Lmo0784-2 acc cct tta aag gtc ttc ctt ta Imo0785 L. monocytogenE&D-e
Lmo1035-1 cac att ggt ttt ttt atc cga ac Imo01034 L. monocytogenE&D-e
Lmo1035-2 tta gaa acg gtt tct aaa gct tc Imo1036 L. monocytogenE&D-e
Lmo1255-1 ggg tat ttt tat gct gtt tat tg Imo1256 L. monocytogenE&D-e
Lmo1255-2 caa aaa ttc acg aca gca aag ag Imo1254 L. monocytogenE&D-e
Lmo1997-1 ggc aga tcg ttt tat gta ttt agc Imo1998 L. monocytogenE&D-e
Lmo1997-2 aac gtt tca gca gca tac gta ttg Imo1996 L. monocytogenE&D-e
Lmo2000-2 tat cac ttg tgg taa atg agc gg Imo1999 L. monocytogenE&D-e
Lmo2002-1 aag gtt tgg tcg ttc gca aaa ac Imo2003 L. monocytogenE&D-e
Lmo2683-1 agc aag tac gga tac cgc ata Im02682 L. monocytogenE&D-e
Lmo2685-2 ctc tgg ttc aag cgc tag tta Im02686 L. monocytogenE&D-e
Lmo2708-1 got tct ttt ata tca tca gga aac Imo2709 L. monocytogenE&D-e
Lmo2708-1 ggg ata tat ata att tct gtg tg Imo2707 L. monocytogenE&D-e
Lmo2772-1 aga ata tgc agt ggc caa ag Imo2773 L. monocytogenE&D-e
Lmo2772-2 CCc aag cga taa ata att ccc Imo2771 L. monocytogenE&D-e
Lmo2787-1 agc taa gaa ttc cgt taa aac c Imo2788 L. monocytogenE&D-e
Lmo2787-2 agc cac ata act aat tgc agc Imo2786 L. monocytogenE&D-e
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C.5.5 fiir Klonierung und Sequenzierung in pQE30 und pQE60
Name Sequenz 5’-3’ Richtung Gen/Bezugssequenz
0096-BamHI gag gga aag gat ccg tag gaa tta tc Imo0096 L. monocytogenE&D-e
0096-Sall acc tcc tat gtc gac ttt tta ttg tgt ¢ Imo0096 L. monocytogenEs&D-e
0096-testl gct ttc tca tca cgt ttt ac Imo0096 L. monocytogenEs&D-e
0096-test2 tgg act ggg ata aca tta gc Imo0096 L. monocytogenEs&D-e
0783-Ncol gga cga ttt acc atg gaa att cgc Imo0783 L. monocytogenE&D-e
0783-Bglll agc cgc gga tag atc ttt tat ctt Imo0783 L. monocytogenE&D-e
2685-BamHI gac gtg ttt agg atc cga ttt aga g Imo02685 L. monocytogenE&D-e
2685-Hindlll aac tgg ttt tta agc ttt tat tta ttc tta Imo02685 L. monocytogenEs&D-e
pQE-for cccgaaaagtgccacctg fur pQE Vektoren (plus Insed) u
Klontest-PCR
pQE-rev gttctgaggtcattactgg fur pQE Vektoren (phsert) und
Klontest-PCR
C.5.6 fiir Real-Time-PCR
Name Sequenz 5’-3’ Richtung Gen/Bezugssequenz
RT-0021-1 tta ctg aag aaa tgg ggg tga cg Imo0021 L. monocytogenE&D-e
RT-0021-2 aac att tga gcc gca tta cac gg Imo0021 L. monocytogenE&D-e
RT-0022-1 gtt gcc tta aaa acc gca gta Imo0022 L. monocytogenE&D-e
RT-0022-2 Ccga aga gca tga ggt gat ttt acg Imo0022 L. monocytogenE&D-e
RT-0023-1 tcc agt ggg gct ttt aat ggt tc Imo0023 L. monocytogenE&D-e
RT-0023-2 ggt aat gcg ccg tac caa ata ttc Imo0023 L. monocytogenEsD-e
RT-0024-1 att aat ggg acc gtt tgc tgg tg Imo0024 L. monocytogenEs&D-e
RT-0024-2 acc cag ata act aca cct gtc ac Imo0024 L. monocytogenE&D-e
RT-0027-1 tcg cag gtc taa ttt tag gtg gtt Imo0027 L. monocytogenE&D-e
RT-0027-2 tga gca aaa gat gca cca aat gtc Imo0027 L. monocytogenE&D-e
RT-0096-1 gca agt aac agc tac tga aca Imo0096 L. monocytogenEs&D-e
RT-0096-2 ttt gtc cat gca gtg gct act Imo0096 L. monocytogenES&D-e
RT-0097-1 tac gca gcg tag agt ggt tac at Imo0097 L. monocytogenE&D-e
RT-0097-2 acc atc tgt taa cca agc tgg ca Imo0097 L. monocytogenE&D-e
RT-0098-1 gct tet ctt gec ttg agt gga aa Imo0098 L. monocytogenE&D-e
RT-0098-2 gta atc cac cag aaa ggt cat cag Imo0098 L. monocytogenEs&D-e
RT-0738-1 gtg cgt tct ggc aag tat tag tta Imo0738 L. monocytogenEs&D-e
RT-0738-2 ata ctc caa gtg atg cac ctg ctt Imo0738 L. monocytogenE&D-e
RT-0781-1 gaa cgg ttc gtc cag tac tt Imo0781 L. monocytogenE&D-e
RT-0781-2 atc cgt aga aca cgc ccc aat aa Imo0781 L. monocytogenE&D-e
RT-0782-1 tgc att cca aca cat ggc tga ta Imo0782 L. monocytogenE&D-e
RT-0782-2 atc gcg ata cgc ata gct tga ag Imo0782 L. monocytogenE&D-e
RT-0783-1 agc acc tcc agg cgt taa agc ta Imo0783 L. monocytogenE&D-e
RT-0783-2 cga ggg tta gta cat ctg tag ga Imo0783 L. monocytogenE&D-e
RT-0784-1 gga tac ttc tga agg cgt cat tt Imo0784 L. monocytogenE&D-e
RT-0784-2 cgc ata gag agc gtt tca agc aa Imo0784 L. monocytogenE&D-e
RT-1035-1 gca agt ggc tgt cat gtt cgg att Imo1035 L. monocytogenE&D-e
RT-1035-2 tta ctg cca taa ccg cgc cag ttt Imo1035 L. monocytogenE&D-e
RT-1719-1 aat gct agc aat cga agc ggc aa Imo1719 L. monocytogenE&D-e
RT-1719-2 gat act tct gct ttt tcg cca cg Imo1719 L. monocytogenE&D-e
RT-1720-1 gca gtt gca gaa gct gat ttc ga Imo1720 L. monocytogenE&D-e
RT-1720-2 cgc aac tgg aat acc taa tgg Imo1720 L. monocytogenE&D-e
RT-1997-1 ttg cca gtg agg tag cta aac tc Imo1997 L. monocytogenE&D-e
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Name Sequenz 5’-3’ Richtung Gen/Bezugssequenz
RT-1997-2 aaa agc gga ata ttc acg cct gc Imo1997 L. monocytogenE&D-e
RT-2000-1 aat ggg tcc tct tag tgg gat tg Imo2000 L. monocytogenE&D-e
RT-2000-2 gct gga ata ttg aaa ata agg agg Imo2000 L. monocytogenE&D-e
RT-2001-1 ata cgc act cga ggg aaa ttc ac Imo2001 L. monocytogenE&D-e
RT-2001-2 ggg atg gca tca agt acqg ttt tg Imo2001 L. monocytogenE&D-e
RT-2002-1 tcg taa gtc agc aat acg gct tg Imo2002 L. monocytogenE&D-e
RT-2002-2 tgt aag cgt ctt caa ccg att cg Im02002 L. monocytogenE&D-e
RT-2683-1 Ccga agc aga agc agc taa cca tt Im02683 L. monocytogenEs&D-e
RT-2683-2 gct aat gga ata cct ttt ggc tct a Imo02683 L. monocytogenEs&D-e
RT-2684-1 gca gct ggt gtg act aac tta gt Im02684 L. monocytogenE&D-e
RT-2684-2 gat aat gtt cgc acc gtg taa acc Im02684 L. monocytogenE&D-e
RT-2685-1 ttc cgc taa aaa agg gga ttt cg Imo02685 L. monocytogenE&D-e
RT-2685-2 tct tgt gcg tga acg agt aga ag Imo02685 L. monocytogenEs&D-e
RT-2772-1 cgt tat gac tgg tat gca cta tgc Imo2772 L. monocytogenE&D-e
RT-2772-2 gct cgg aaa aat aca ccg aaa gtc Imo2772 L. monocytogenE&D-e
RT-2787-1 tcg gta gtt gtt ggg cta ctt tat Imo2787 L. monocytogenE&D-e
RT-2787-2 act gcc gtt tgg gca aaa ctt g Imo2787 L. monocytogenE&D-e
actA-gRT-F ata gcg cag cgg aaa tta aa actA L. monocytogen&GD-e
actA-gRT-R aag cat ccg caa ctg act ct actA L. monocytogen&GD-e
hly-qRT-F ccg cca aga aaa ggt tac aa hly L. monocytogendsGD-e
hly-gRT-R tcg ctt tta cga gag cac ct hly L. monocytogendsGD-e
plcA-qRT-F Cga gca aaa cag caa cga ta plcA L. monocytogendsGD-e
plcA-gRT-R cCcg cgg aca tct ttt aat gt plcA L. monocytogendsGD-e
plcB-gRT-F aaa gcg gac tac ccg aaa at plcB L. monocytogendsGD-e
plcB-gRT-R aac ctg cca aag ttt gct gt plcB L. monocytogendsGD-e
prfA-qRT-F acg gga agc ttg gct cta tt prfA L. monocytogendsGD-e
prfA-qRT-R tgc gat gcc act tga ata tc prfA L. monocytogendsGD-e
rpoB-gRT-F cac cct gaa gct cca ttt gt rpoB L. monocytogendsGD-e
rpoB-gRT-R aca cga cga acc cag att tc rpoB L. monocytogendsGD-e

C.6 Verwendete Proteine

Name Beschreibung Herkunft, Hersteller
m-PrfAg wildtypisches PrfA vorL. monocytogenes ,\S/It::?nle Mller-Altrock & Nico
m-PrfA*  wie m-PrfAy, aber mit G145S Substitution ,\S/It::?nle Mller-Altrock & Nico
m-PriA wildtypisches PrfA vor.. monocytogenemit N-terminaler Regine Béckmann & Norman
Hisg-Markierung und anschlieRender Enterokinaseschelits Mauder
m-PrfA* wie m-PrfA, aber mit G145S Substitution fateie Muller-Altrock
S-PriA Wlldtyp|sches PrfA vorL. seeligerimit N-terminaler Hig- Norman Mauder
Markierung
sm-PrfA wie s-PrfA, dqch C-t_ermlnale 38 AS entsprechen dema Norman Mauder
m-PrfA (Hybridprotein)
-PrfA W|Idt)_/p|sches PrfA vorL. ivanoviimit N-terminaler Hig Stefanie Miiller-Altrock
Markierung
Protein mit der Sequenz von Lmo0096, einem Mannose- . .
L mo0096 spezifischen EIIAB mit N-terminaler HigVlarkierung diese Arbeit
Protein mit der Sequenz von Lmo0783, einem Mannose- . .
Lmo0783 spezifischen EIIB mit C-terminaler Hidlarkierung diese Arbeit
Lmo1017  Protein mit der Sequenz von Lmo1017, eiMannose- Stefanie Muller-Altrock
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spezifischen EIIAB mit N-terminaler HigViarkierung
Protein mit der Sequenz von Lmo2259, einem Mannose-
spezifischen EIIAB mit N-terminaler HigVlarkierung
Protein mit der Sequenz von Lmo2685, einem Celkbio
spezifischen EIIA mit N-terminaler Higviarkierung

Lmo2259 Stefanie Miller-Altrock

Lmo2685 diese Arbeit

C.7 Aligemeine Puffer und Reagenzien

C.7.1.1 PBS (phosphate buffered saline)

PBS bietet was Salzkonzentration und pH-Wert angetitdhernd physiologische Bedingungen und wird
deshalb haufig verwendet, um pro- und eukaryotisébken kurzfristig zu inkubieren (z.B. um bestinemt
Agenzien und/oder Medien abzuwaschen) oder um darmiieine aufzubewahren. Viele Proteine bendtigen
jedoch bei hoher Konzentration hiervon abweichgrtdéVerte und Salzkonzentrationen.

Stammldsung, 20x & Cm
NacCl (58,44 g/mol) 2,74 M 160 g/l
KCI (74,56 g/mol) 54 mM 4 g/l
Na,HPO, (141,96 g/mol) 162 mM 23 g/l
KH PO, (136,09 g/mol) 29 mM 4 gll

Mit dH,O auf gewiinschtes Volumen auffillen und autoklaner

C.7.1.2 TBE (Tris Borsaure EDTA)
Puffer fir Elektrophorese mit Agarose-, EMSA- (Q.2der Harnstoffgelen (C.22).

Stammldsung, 10x & Cm

Tris Base(121,14 g/mol) 0,89 M 109,03 g/l
Borsaure (61,8 g/mol) 0,89 M 55,62 g/l
Na,-EDTA x H,0 (372,3 g/mol) 0,02 M 9,31 g/l

Mit dH,0O auf gewiinschtes Volumen auffiillen. Die lldsung hat pH 8,3.

C.8 Klonierungsmethoden
C.8.1 PCR-Mix (100 pl Ansatz)

Mix fiir eine PC-Reaktion mit Tag- oder Pfu-PolymssaFir andere Polymerasen, wie z.B. Phusion™, sind
entsprechende Anpassungen gemaf Herstellerangat®meghmen.

Primer 1 50 pmol (1 pl bei 50 uM Stammlésung)

Primer 2 50 pmol (1 pl bei 50 uM Stammlésung)

dNTP Mix 200 pM (1 pl bei 20 mM Stammlésung)

Mg-freier Puffer 1x

MgCl, 1,5 mM (oder entsprechend angepasste Konzentyation
Tag-/Pfu-Polymerase 1 U fir 1 kb Extension

DNA (Template) max. 1 pug (20 ng)

Mit dH,0O auf 100 pl auffiillen.

C.8.2 Gelladepuffer (fiir DNA Agarosegele), 6x

Bromphenolblau 0,1%
Xylen Cyanol FF 0,2%
Saccharose 40% (wiv)

C.8.3 Anwendung von Ethidiumbromid
Stammldsung (10 mg Ethidiumbromid pro miAH dunkel und kuhl lagern.
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Ethidiumbromid-Stammldésung im Verhaltnis 1:1000Qd/ml Endkonzentration) in ein Pufferbad geben und
das fertige Gel zum Farben inkubieren (etwa 10-Ir§.m

C.8.4 1Isolierung chromosomaler DNA (aus Listerien)

C.8.4.1 Material

TNE (10 mM Tris/Cl pH 8,0, 10 mM NacCl, 10 mM EDTA)

Lysozym Stammlésung(120 g/l Lysozym (Sigma, L-6876) in dél l16sen, bei -20 °C aufbewahren)
DNAzol® (Chomczynsket al, 1997)

EB Puffer (10 mM Tris, pH 8,5)

C.8.4.2 Durchfiihrung

1 ml einer Ubernachtkultur von Listerien wird b&®O0 rcf pelletiert.

Das Pellet wird einmal mit 1 ml TNE gewaschen uadrdin 500 pl TNE aufgenommen.

Es werden 20 ul Lysozym Stammldsung hinzugegebdrdisnSuspension wird fiir eine halbe Stunde bei
37 °C inkubiert.

Die Zellen werden pelletiert und das Pellet in 5301000 pl DNAzolangsamresuspendiert.

Die Zelltrimmer werden pelletiert und der Uberstabdenommen.

Nun werden ¥ Volumen 100% Ethanol p.a. (eiskaltybgeben und durch Invertieren gemischt.
Die Mischung inkubiert fir 10 Minuten auf Eis undrdvdann bei 20000 rcf und 4 °C fir 10 min
abzentrifugiert.

Das Pellet wird zweimal mit 95% Ethanol vorsichgigwaschen, dabei aber nicht suspendiert, und
anschlieBend in der SpeedVac® getrocknet.

Die getrocknete DNA wird in 100 pl reinstem Wasséer EB Puffer aufgenommen und bei 4 °C
aufbewabhrt.

C.8.5 Herstellung kompetenter Bakterien

C.8.5.1 chemisch kompetente Escherichia coli

C.8.5.1.1 Reagenzien

Lésung 1 (frisch herstellen)
1 M MgSQ, (246 mg MgSQ@x 7 H,O/ml) 1% (viv)
20% (w/v) Glucose 1% (viv)

Mit LB-Medium auf gewlinschtes Volumen auffiillen wstdrilfiltrieren.

Losung 2

Glycerol 36% (Vv/v)
1 M MgsSQ 1,2% (viv)
PEG (7500) 12% (wiv)

Mit LB-Medium auf gewlinschtes Volumen auffiillen wstdrilfiltrieren.

C.8.5.1.2 Durchfiihrung

E. coli Ubernachtkultur 1:100 in frischer Lésung 1 (50 mdydiinnen.

Bei 37 °C und 190 rpm bis QE 0,5 (80-90 Klett) wachsen lassen (ca. 3 h).

Fir 10 min bei 4 °C inkubieren.

Fir 10 min bei etwa 1200 rcf und 4 °C abzentrifugie

Pellet in 0,5 ml von Lésung 1 suspendieren, daBm#,von Lésung 2 hinzugeben, aliquotieren und-bei
80 °C aufbewahren.
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C.8.5.2 elektrokompetente Listerien

C.8.5.2.1 Reagenzien

SMHEM Cn Cuim
Saccharose (342,3 g/mol) 952 mM 32,6% (w/v)
MgCl, (203,3 g/mol) 3,5 mM 0,071% (w/v)
HEPES (238,3 g/mol) 7,0 mM 0,17% (wiv)

Auf pH 7,2 einstellen, mit df© auf gewlinschtes Volumen auffiillen und sterilélten.

C.8.5.2.2 Durchfiihrung

« Ubernachtkultur der Listerien 1:50 in BHI (50 ml)t®,1 bis 0,2% (w/v) Glycin verdiinnen.

e Bei 37 °C und 190 rpm bis QB 0,5 (80-90 Klett) wachsen lassen.

« Penicillin G mit einer Endkonzentration von 5 pghizugeben und bis Qg 0,65 (110-120 Klett)
wachsen lassen.

e Fidr 10 min bei 1200 rcf und 4 °C abzentrifugieren.

e Bakterien in 5 ml (1/10 Kulturvolumen) SMHEM wasche

* Gewaschenes Bakterienpellet in 0,5 ml (1/100 Kutilumen) SMHEM aufnehmen, zu je 100 pl
aliquotieren und bei -80 °C aufbewahren.

C.8.6 Restriktionsverdau

Etwa 3pug DNA (ds) werden zusammen mifd Restriktionsenzym und @l passendem Puffer («Din einem
Gesamtvolumen von 2@ bei 37 °C fur 2 h inkubiert.

Danach wird die DNA mit einem PCR-Reinigungskit #@&n) gereinigt und/oder Enzyme mittels Hitze
inaktiviert (die Behandlung ist abhéangig von denwendeten Restriktionsenzymen).

Erfahrungsgeman verbleiben von der eingesetzten D& zwei aufeinander folgenden Restriktionen und
Reinigungen etwa 30 bis 50%.

C.8.7 Ligation

blunt end sticky end
Volumen 20 pl 20 pl
Insert : Vektor 3:1 31
Vektor-Enden (fmol) 15-60 3-30
Insert-Enden (fmol) 45-180 9-90
DNA gesamt (I+V in pg) 0,1-1 0,01-0,2
T4 Ligase 1U 0,1U

Inkubation bei 16 °C lber Nacht oder bei Raumtewperfir 1h.

1 pg doppelstréangige DNA (1 kb) entspricht 1500 frigb(pmol).
1 fmol doppelstréangige DNA (1 kb) hat eine Masse 065 ng.
M 1,,=650000 g/mol

M gspna=650 g/molx #bp

C.8.8 Transformation

Mit Hilfe der Transformation wird Plasmid-DNA in spiell vorbereitete — sog. "kompetente" — Bakterien
transferiert. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte diash folgenden Protokollen:

C.8.8.1 Transformation in chemisch kompetente E. co/i

e Etwa 100 pl der bei -80 °C gelagerten kompetentdled (Herstellung beschrieben unter C.8.5.1) auf
Eis auftauen.

« Die kompetenten Zellen und den fertig reagiertegationsmix (siehe C.8.7) bzw. etwa 10 bis 100 ng
Plasmid-DNA mischen und fir 30 bis 60 min auf Bikubieren.

» Den Ansatz fur 90 s bei 42 °C inkubieren und aneBleind sofort fir 2 min auf Eis stellen.

e 800 ul LB-Medium hinzugeben und fir 1h (6h, wens Béasmid Erythromycinresistenz verleihen soll)
unter Schutteln bei 37 °C inkubieren.
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» Bakterien auf LB-Agar-Platte mit Antibiotika ausftlaren und entsprechend inkubieren.

C.8.8.2 Elektroporation in elektrokompetente Listerien

e Etwa 100 pul der bei -80 °C gelagerten kompetentdted (Herstellung beschrieben unter C.8.5.2) auf
Eis auftauen.

« Die kompetenten Zellen und 1-5ug Plasmid-DNA (matiBipl) mischen und in einer
Elektroporationskiivette (PEQLAB Electroporation €tig) auf Eis abkihlen.

e Ansatz in einem MicroPulser™ (Bio-Rad) fir ca. 818 einer Spannung von 2,25 kV aussetzen und
anschlielend sofort 1 ml BHI-Medium hinzugeben.

« Bakterien fur 1h (6h, wenn das Plasmid Erythromsesistenz verleihen soll) unter Schitteln bei 30 °C
inkubieren.

« Bakterien auf BHI-Agar-Platte mit Antibiotika auggtieren und entsprechend inkubieren.

C.8.9 DNA-Reinigung mit Phenol/Chloroform

Hinweise: unter dem Abzug arbeiten und Entsorguaigehriften fiir Phenol und Chloroform beachten!

e Ein Volumen Phenol zur DNA-L6sung zugeben, durcleimes und zentrifugieren.

« Die obere, wassrige Phase abziehen und in ein iga@siberfihren; das Phenol der unteren Phase
verwerfen.

< Ein halbes Volumen Phenol, sowie ein halbes Volu@kloroform zugeben, schitteln und
zentrifugieren.

» Die obere, wassrige Phase abziehen und in ein i@agsiberfuhren; das Phenol/Chloroform der unteren
Phase verwerfen.

* Ein Volumen Chloroform zur DNA-L6sung zugeben, dtélia und zentrifugieren.

» Die obere, wassrige Phase abziehen und in ein rigagsiberfihren; das Chloroform der unteren Phase
verwerfen.

C.8.10 DNA-Prazipitation

2,5 Volumen (kaltes,) reines Ethanol und ein Zehwt@umen 3M Natriumazetat (pH 4,8) zur DNA/RNA-
Lésung hinzugeben und eine halbe Stunde bei -28§€rh. Dann bei 4 °C und 14000 rpm abzentrifugiere
Pellet zweimal mit kaltem 70% (v/v) Ethanol wascli&4000 rpm, 5 Minuten, 4 °C). AnschlieBend daseP @i
der SpeedVac® trocknen und in giHaufnehmen. Die gereinigte DNA bei -20°C aufbewahr

C.8.11 DNA/RNA-Messung

Die Konzentration von Nukleinsduren wird Uber dieeddung der optischen Dichte oder Extinktion) (E
bestimmt. Nukleinséduren absorbieren im UV-Bereich einem Absorptionsmaximum bei 260 nm. Reine
doppelstrangige DNA zeigt ein Absorptionsspektrbei,dem der Quotient (die Ratio R)sk/ Exgo bei 1,8 liegt.

Da Proteine u. a. bei 280 nm absorbieren, istldigiaere Ratio ein Zeichen fir eine mit Proteinentaminierte
Probe. Die Ratio fy / Exg fir RNA sollte 2,1 sein. Da weder Proteine noch Minsauren bei 320 nm
absorbieren, kann die gemessene Extinktion beiedi#gellenlange von den beiden anderen gemessenen
Extinktionen abgezogen werden, wodurch Fehler, heelguf die Absorption von Lésungs-/Pufferbestatettei
zurtickzufuihren sind, minimiert werden.

E, = Extinktion bei Wellenlang& (in nm), ¢ = Konzentrationg = spezifischer Extinktionskoeffizient, d =
Schichtdicke der gemessenen Lésung

C = (BoEszg €d
R = (Bs0Es20) / (EzsrEs20)

€4sona = 50 pg / (mk cm), fir doppelstrangige DNA
€rna = 40 pg / (mikx cm), fiir doppelstrangige DNA

C.8.12 Mutagenese durch homologe Rekombination

Die Mutagenese durch homologe Rekombination is¢ @tablierte Methode, um mit Hilfe eines speziellen
Vektors Deletions- oder Insertionsmutanten herdlesie bzw. chromosomale Genabschnitte auszutauschen
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Dieser Vektor verleiht Antibiotikaresistenz und karaufgrund seines temperatursensitiven Origins in
grampositiven Bakterien bei Temperaturen deutliberiB0 °C nicht extrachromosomal replizieren. \det
Vektor mit Sequenzen ausgestattet, die zum Gensnzwenutierenden Bakteriums homolog sind, so kama e
Integration des Vektors ins bakterielle Chromosafolgen. Die so entstandenen Mutanten kénnen beiCG30
unter Selektionsdruck des entsprechenden Antihiotikidentifiziert werden.

Fiur die homologe Rekombination bendétigt man Seqerenvon mindestens 100 bp, besser jedoch 300 bis 500
bp. Je gréRer dieser Bereich, desto wahrscheimlishelas Ereignis der homologen Rekombinatiorhgsiauch
Abbildung 15).

C.8.12.1 Durchfiihrung

e Zunéachst wird die verdnderte Gensequenz, flankmmtausreichend langen homologen Bereichen, Ulger di
multiple cloning site (MCS) in pLSV101 kloniert. B coli DH5a kann der Vektor bei 37 °C in Gegenwart
von 300 mg/l Erythromycin amplifiziert werden.

» Der entstandene Mutagenesevektor wird in elektrgleiante Listerien (siehe C.8.5.2) transformiemtk(si
C.8.8.2), auf Selektivplatten (BHI-Medium, 5-10 irgfythromycin) ausplattiert und bei 30 °C inkuhier

« Nach 2 Tagen wird von einem in PCR positiv auf Béssmid getesteten Klon eine Flissigkultur (BHI-
Medium, 5-10 mg/l Erythromycin) angelegt und tibexcht bei 30 °C inkubiert.

« Die UN-Kultur wird auf vorgewarmte BHI-Platten (n%it10 mg/l Erythromycin) in den Verdiinnungsstufen
1072 bis 10° ausplattiert und tiber Nacht bei 42°C inkubiert.

» Die Integration des Plasmids in das Chromosom wiittels PCR uberprdft.

« Positive Klone werden in BHI ohne Antibiotikum H&0°C subkultiviert. Das heif3t fir mehrere Tage wird
eine Flussigkultur in spater Wachstumsphase imniedlev stark verdinnt.

+ Nach einigen Tagen werden von dieser Kultur (in tepaWachstumsphase, UN-Kultur) die
Verdiinnungsstufe 10auf BHI-Platten ohne Antibiotikum ausplattiert.

« Klone werden unterscheidbar/identifizierbar patalg BHI-Platten mit und ohne Antibiotikum trangést.

< Antibiotikasensitive Klone werden per PCR getestatl im positiven Falle der entsprechende Genort
sequenziert.
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1)
homologe Regionen A und B
pLSVlOl homA homB
5492 bp
rephs SequenzsegX
- /)
'
Eﬁf;,' <\// kloniert in die multiple cloning
MCS BamH | site (MCS) von pLSV101

Sal |

2)

pLSV101 segX

homA segX

1. Rekombination ><

homA' seqY homB'

chromosomale Sequenz

3)
homAA' seqY homB'
2. Rekombination ><
homA'A segX homB
4)
homA'A segX homBB'

veranderte chromosomale Sequenz

Abbildung 15. Schematische Darstellung der Mutagenese durchologe Rekombination mit Hilfe des Vektors pLSV1dQl). Die
veranderte Sequenz X (z.B. eine in-frame verkicatierende Sequenz fur Deletionen, oder ein alteasgAllel) wird mit flankierenden,
zum Zielort im Genom homologen, Bereichen (homA imothB) in den Vektor pLSV101 klonier2) Der Vektor wird durch homologe
Rekombination Uber eine der beiden homologen Beeefn dieser Abbildung beispielsweise homA/honmA'las Chromosom integriert.
Bei nicht permissiver Temperatur (42 °C) kann dektdr in grampositiven Bakterien extrachromosomehtrepliziert werden, und nur
Bakterien mit chromosomal integriertem Vektor béraldie Antibiotikaresisten®) Findet ein zweites Rekombinationsereignis iber den
jeweilig anderen homologen Bereich (in dieser Atilmlg homB/homB') statt, so wird der Vektor aus deénmomosom herausgeschnitten.
Das Bakterium verliert dabei seine Antibiotikarémiz.4) Antibiotikasensitive Klone besitzen chromosomanh mtweder die gewilinschte
veranderte Sequenz (wie in der Abbildung), oded giur urspringlichen Form revertiert, wenn die hlmge Rekombination zweimal tiber
denselben Bereich stattgefunden hat (hach N. Maligsertation, 2006).

C.9 DNA Sequenzierung

C.9.1 Automatische Sequenzierung

DNA Sequenzierung wurde mit einem automatischeru@ezjergerat (Beckman Coulter) durchgefuhrt. Hierzu
wurde zunéchst eine PCR-Reaktion in Gegenwart \@rschiedenen mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten
Didesoxynukleotiden durchgefuhrt, welche von demé&Gmit einem Laser detektiert werden kénnen. Fibe e
solche PCR wurden ca. 200 bis 1000 ng TemplateSngimol Primer in einem Gesamtvolumen von 16 pl
zusammen mit 4 pl QSM (Quick Start Mix aus dem (By@ Terminator Cycle Sequencing Kit von Beckman
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Coulter; enthalt (markierte Di-)Desoxynukleotideglynerase,) verwendet. Die Bedingungen fir dies& PC
waren wie folgt:

initiale Denaturierung 96 °C 3 min (ohne QSM,

(nur bei groRen Templates) dieses wurde erst anschlieBend hinzu pipettiert)
Denaturierung 96°C 20s

Annealing 50 °C 20 s| 30 Zyklen

Elongation 60°C 4mi

finale Elongation - -

Kihlen 4°C o

Das Produkt wurde dann nach den Empfehlungen destdlers mit Natriumazetat und Ethanol geféllt,
gewaschen, anschlielend getrocknet und in Formaafgenommen. Die so aufbereitete Probe wurde biis zu
automatischen Sequenzierung im Kihlschrank aufbsgwah

C.9.2 Sequenzierung bei SeqlLab

Wahrend der Promotionszeit wurde die Methode deu&ezierung verandert und die DNA mit Primer direkt
zur Firma SeqlLab, Postfach 3343, Géttingen vergeiaddir wurden 20 pmol Primer und 25 pug / 100 BpD
bei PCR-Produkt oder 700 pug Plasmid-DNA in einersadgvolumen von 7 pl vereint. Von der Firma SeglLab
wurde eine extended HotShot Sequenzierung durchgefu

C.10 Arbeiten mit Bakterien

C.10.1 Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Listeria
monocytogenes

Eine bei 37°C gewachsene Listerien-UN-Kultur wuid&0 verdinnt und in einem Erlenmeyerkolben beiC37°
im Schuttler (190 rpm) inkubiert. Die optische Diehler Listeriensuspension wurde in regelmaRigestéiaen

im Klett-Photometer bzw. im Photometer bei 600 nemgssen und notiert. Aus den Messwerten bis zur
stationdren Phase konnten Wachstumskurven ersigiden. Alternativ konnte die Bakterienkultur in
bestimmten Wachstumsphasen abzentrifugiert wer@600( rpm; 4°C; 15 min) und das Pellet fur die spgte
Isolierung von RNA oder zytoplasmatischen Proteifen -80°C gelagert werden oder der Uberstand zur
Isolierung von Uberstandsproteinen bei -20°C eirgeh werden.

C.10.2 Anzucht von Listerien in XAD4-haltigem Medium

Amberlite © XAD4 (Sigma) wurde in einem Erlenmeyien in HOdest. autoklaviert und anschlieRend das
Wasser unter der Sterilbank mittels Vakuumpumpeshggt. Steriles Medium wurde hinzugefugt, so daws
1%ige XAD4-Losung (w/v) entsteht. Das XAD4-haltilyeedium wurde dann mit Listerien aus einer UN-Kultur
angeimpft, bei 37°C im Schuttler (190 rpm) inkubiemnd wie unter C.1.1 beschrieben behandelt.

C.10.3 Maedien-Shift Experimente

Die verschiedenen Listerien-Stamme wurden zunédichgtinem Medium bis zu der gewlnschten optischen
Dichte ODyonmVvon 0.2 — 0.5 herangezogen. Das nach der Zeratifurg (6000 rpm, 5 min, 4°C) erhaltene Pellet
wurde zweimal mit 1x PBS bzw. mit dem Medium, irs dierfiihrt wird, gewaschen und anschlieRend in dem
gleichen Volumen neuem Medium resuspendiert. IrelregRigen Abstanden wurde die optische Dichte der
Listeriensuspension im Klett-Photometer bzw. imtehweter bei 600 nm gemessen und notiert.

C.10.4 Messung **C-Glucoseaufnahme in L. monocytogenes

Transportpuffer:
Tris-HCI, pH 7,2 50 mM
MgCl, 20 mM

Zur Bestimmung der Menge an aufgenommener Glukagelevder entsprechende Stamm in LB-Medium mit
50 mM Glukose bis zu einer Q§,m von 0.4 und 1.0 in einem 50 ml Ansatz herangezo@8nml Kultur
wurden durch Zentrifugation (5000 rpm, 3 min, 4 @lletiert und das Pellet dreimal mit 5 ml eis&ait
Transportpuffer gewaschen. AnschlieRend wurde ddietRn 1 ml Transportpuffer resuspendiert, eir® &
Aliguot abgenommen und bis zur Aufnahmemessung Eaifgehalten. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl
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(CFU) wurden 100 pl von dem verbleibenden Baktenisatz in Transportpuffer bei einer Verdinnungsstuf
von 10" ausplattiert.

Aus dem Aliquot wurden als Nullwert 50 Bakterien entnommen, auf einen Nitrozellulosefilimit einer
Porengréf3e von 0,4m (Sanatorius) pipettiert. Fir die Messung wurdenverbliebenen 800 pl mit 2 mM
Glukose und 2:Ci/ml in einem Gemisch aus$’C] Glukose (GE Healthcare) untf¢] Glukose versetzt und bei
37°C im Heizblock inkubiert. Nach 15 sec, 30 sétsédc, 60 sec, 75 sec und 90 sec wurden jewejls Bfobe
entnommen, auf einen Nitrozellulosefilter gesaugder Sampling Mannifold 1225 von Millipore) undeimal
mit 3 ml kalter Saline (0,9 % NaCl) gewaschen. AtieRend wurden alle Filter bei 42°C 45 - 60 min
getrocknet. Die trockenen Filter wurden je in einin8llationsrohrchen mit 3 ml Szintillationsfliggieit
(Rotiszint® von Roth) gegeben und die Menge an &adivitat auf den Filtern im Szintillationszahler
gemessen. Als Standard fur die Gesamtmenge anseitzger Radioaktivitdt wurden aus jedem Ansataib0
unfiltrierte Probe gemessen.

Mittels der gemessenen DPM (Disintegration / magr Avogadro-Konstante und Einberechnung der CFU
(Lebendzellzahl) Iasst sich die Anzahl der aufgemamen Glukosemolekiile pro Zelle berechnen.

C.11 Praparation von listeriellen Proteinen

Die Listerien wurden unter den gewinschten Bediggan(Medium, Temperatur, Luftzufuhr, etc.) zu einer
bestimmten Zelldichte kultiviert und bei 4 °C un@0® rcf fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstavurde
abgenommen und gesondert prapariert (sieche C.1D&Y. Bakterienpellet wird weiter verarbeitet, une di
zytosolischen Proteine (siehe C.11.1) zu prapariere

C.11.1 Zytosolische Proteine

Das Bakterienpellet wird in 5ml 1xPBS gewaschen anschlieRend in 850ul kaltem Lysispuffer (1XPB$ mi
Complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cockfaablets; Roche) resuspendiert und in Lysing MaBi
(Q-Biogene) uberfuhrt. Die Proben werden dann ireei FastPrep™ FP120 Gerat (Savant Instrumentg, Inc.
sechsmal fur jeweils 30 Sekunden mit 6,5facher Besaligkeit geschiittelt. Um ein Denaturieren dest€ine

zu verhindern werden die Lysing Matrix B Caps ngeter Runde fur eine Minute auf Eis abgekihilt.
Anschlieend werden die Zelltrimmer durch Zentidtimn bei 4 °C und 20000 rcf fir 30 min sedimentigrd

der Uberstand mit den zytosolischen Proteinen ammemen, aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Die
Proteinkonzentration wird mittels Bradford-Methd@o-Rad-Protein Microassay, BioRad) bestimmt.

C.11.2 Uberstandsproteine

Harnstoffpuffer:

Harnstoff M
Thioharnstoff 2M
DTT 70 mM

Kulturiiberstdande werden mit 10% TCA (Trichloreséig®, Endkonzentration) auf Eis fir 30-60 min
prazipitiert und anschlieBend bei 5000 rcf fur 3 @0 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand witiyezogen
und das Prazipitat in 4 ml Aceton von der Wand Resaktionsgefal3es gewaschen. AnschlieRend wird elbet P
zweimal in 900 ul Aceton gewaschen und danach ®@&C3im offenem Probenbehalter getrocknet. Daskane
Pellet wird in 150 pl Harstoffpuffer und 15 pl Clagin dHOgei geléstes 3-[(3-Cholamidopropyl)-
dimethylammonio]-1-Propansulfonat) aufgenommen ilipek Nacht im Kiihlschrank gelést.

Die Proteinkonzentration wird mittels Bradford-Mette (Bio-Rad-Protein Microassay, BioRad) bestimmt.

C.12 Photometrischer Hamolyseassay

Der Hamolyseassay dient der Bestimmung der harnsolygin Aktivitdt von bakteriellen Kulturiiberstandén.
Falle von Listeria monocytogenesdessen hamolytische Aktivitdt durch Listeriolysih (kodiert vonhly)
bestimmt wird, kann durch den Assay die Expressmmhly gemessen werden.

C.12.1.1 Vorbereitung der Erythrozytensuspension

In 2 ml ReagiergefalRen wird je 1 ml frisches Pfbhdie(oder Schafsblut) mehrmals mit kalter Salife9%
(wiv) NaCl) gewaschen (Zentrifugationen mit 2500nrfiir 5 Minuten), bis der Uberstand kein sichtbares
Hamoglobin mehr enthalt. Die Erythrozyten aus 1 Bhit (50% Hamatokrit) werden in 25 ml Saline
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aufgenommen (2% Erythrozytensuspension). Die Sséperwird bis zur Verwendung bei 4 °C aufbewahrt,
aber nicht langer als 24h.

C.12.1.2 Durchfiihrung des Assays

Bakterielle Gesamtzellsuspensionen einer gewiinsabpéischen Dichte (je 20 bis 50 pl) bzw. reinesdMm

als Negativkontrolle werden mit 1 ml 2% Erythrozyeaspension fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Anse®énd
werden die Proben abzentrifugiert (2500 rpm, 5 mim) die Absorption der Uberstande durch frei gewoes
Hamoglobin bei 543 nm photometrisch gemessen (&0 2100 pro Photometer, Amersham). Aufgrund
relativ hoher Schwankungen empfiehlt es sich, jeHafiuriberstand in vier bis finf getrennten Prolzen
messen, oder mehrfache Probenreihen mit Konzemtegjiadienten herzustellen.

C.13 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methodeden Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden.

Die Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE findet untienaturierenden Bedingungen in Gegenwart von
Natriumdodecylsulfat (SDS) und Mercaptoethanoltsiaarch die Bindung von SDS an die hydrophobe Begi
des Proteinmolekdls bildet sich ein SDS-Protein-itax, dessen negative Ladungsenergie etwa propattio
zum Molekulargewicht des Proteins ist. Der Ubersshuan negativen Ladungen ermoglicht die
Gelelektrophorese. Mercaptoethanol ist eine redeadge Substanz, die alle Disulfid-Bricken-Bindungen
Protein l6st. Auf diese Weise werden Proteine, bAabig von ihrer urspriinglichen Ladung und Konfaiorg

der Grof3e nach im Spannungsfeld von der Kathodézade hin aufgetrennt.

Zusammensetzung eines 12%igen SDS-Polyacrylamidgels

30 % Acrylamid-Losung:

Acrylamid-Lésung 292 g/l
Bisacrylamid 8 g/l
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8):

Tris Base 181,5 g/l
konz. HCI bis pH 8,8
1 M Tris-HCI (pH 6,8):

Tris Base 121 g/l
konz. HCI bis pH 6,8
10 % SDS (w/v)

10 % Ammonium Persulfat (w/v)

4 x Laemmli-Puffer:

Glyzerin 20 mi
10 % SDS 15 ml
2 M Tris pH 6,8 10 ml
B-Mercaptoethanol 3,75 ml
Bromphenolblau 50 mg

PAGE-Puffer:

ad 50 ml HOyest

Tris Base 39/l
Glycin 14,4 g/l
SDS 19/
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Reagenzien Trenngel 12 % Sammelgel 5 %

30 % Acrylamid Mix 8,0 ml 1,0 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 50m e
1MTris(pH68 e 750ul
10 % SDS 200ul 60 ul
10 % Ammonium Persulfat 2Q0 60 ul
TEMED 8,0ul 6,0l

ad 20 ml HOyest ad 6 ml HOyest

Zur Denaturierung wurden die Proteinproben in 1xerali-Puffer bei 95°C 5 min aufgekocht. Die
Elektrophorese erfolgt bei 25 mA (pro Gel) und M@ind wird beendet, sobald die Bromphenolblaufrauns
dem Gel herausgelaufen ist.

AnschlieBend erfolgt entweder die Farbung des Tgelsn mit Coomassie, eine Silberfarbung oder eine
Immunfarbung.

C.14 Gelfarbung

C.14.1 Coomassie Farbung

Die Coomassie Farbung ist dazu geeignet Proteimamdit einer Masse ab 0,1 bis 2 pg nachzuweisen.
Coomassie Brilliant Bludr-250 bindet unspezifisch an nahezu alle Protestegut wasserléslich und dringt
auch in dickere Gele ein. Coomassie Brilliant Bia50 ist von leuchtend blauer Farbe, weniger wéssiarh,

und wird als kolloidale Losung verwendet. Es bindeit besser an die Proteine als an die Gelmatras zu
einem besseren Kontrast und schnellerer Entfarffiiimg, kann jedoch nicht so gut in dickere Geledeimgen,
was dann die Sensitivitat verringert.

C.14.1.1 Farben in Coomassie Farbelosung
Menge fir 1 Liter

Coomassie R250 249
Coomassie G250 05¢g
Ethanol 500 ml
Essigsaure 100 ml
dH,0 400 ml

Das Gel etwa 10 bis 60 Minuten in deoomassie Farbeltsungnkubieren, je nach Temperatur und Alter der
Losung. Die Losung kann mehrmals verwendet werdentiert aber nach und nach an Farbekraft. Ans@kliel
wird das Gel in 5% Essigsaure entfarbt.

C.14.2 Silbernitratfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Silbernitratfarbung 10 — 50 mal empfindlichés die Coomassie-Farbung und dazu geeignet Praiedtdn

ab einer Nachweisgrenze von etwa 0.5 bis 1 ng anzeifi. Die im Gel fixierten Proteine binden diegb&ilonen
und diese werden dann, initiiert von funktionell&muppen und Peptidbindungen in den Proteinen, durch
Reduktion in Silberkeime umgewandelt. Durch staR&duktionsmittel werden alle Silberionen im Gel zu
metallischem Silber reduziert. Diese Reaktion gtfah der Nahe der Silberkeime viel schneller aisiibrigen
Gel. Damit nicht alle Silberionen im gesamten Gehzetallischem Silber reduziert werden und so dssugte
Gel schwarz wird, muss die Reaktion rechtzeitigctwgine starke pH-Wert-Anderung gestoppt werden.

Fixierer:

EtOH 50 % (v/v)
Essigsaure 12 % (viv)
30% EtOH

Oxidierer:

37 %iges Formaldehyd 33,3

43 %iges Na-Thiosulfat 25l
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Silbernitratlésung:

Silbernitrat 0,10 ¢

37 %iges Formaldehyd 33,3

Entwickler-Lésung:

Na-Carbonat 39

37 %iges Formaldehyd 28

43 %iges Na-Thiosulfat 04 Das Proteingel fur 1

dH,O 50 mi h oder tber Nacht in
der Fixierer-L6sung

Stopping-L6ésung: schutteln und

EDTA Na2 2 H20 14,6 g/l anschlieBend 2x 30

min in 30%igem EtOH waschen. Dann fir 1 min in @ridierer-Losung legen und 3 mal 1 min in AH
waschen. Nun erfolgt eine Inkubation fir 1 h mit &lbernitratidsung und nach zweimaligem Waschéh m
dH20fir 30 sec wird das Gel 1 - 5 min in der Entwickl€isung geschiittelt. Die Entwicklung des Gels wird
durch die Stopping-Lésung beendet.

C.15 Western Blot

Mittels Western Blot werden Proteine aus einer PAGH3) elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosembean
Uberfuhrt. Dort kdnnen sie dann durch markierteil&mper, an der ein Enzym wie Meerrettich-Peroxé&lader
alkalische Phosphatase gekoppelt ist, dekorierdever(Immunoblot). Die gekoppelten Enzyme katalysier
dann beispielsweise Farbereaktionen oder Chemoksnéanz, die mit Hilfe eines Réntgenfilms oder sgléezi
Scannern detektiert werden kann. Die in dieser istmewendeten Antikoérper wurden mit selbst aufg@gtem
Protein (C.19) von der Firma SeqlLab (Géttingenpbstellt.

Die hier vorgestellte Methode ist primar dafir gddaProteine aus einer SDS-PAGE zu transferieréanGele
mit anderen Pufferzusammensetzungen sind u. U. symgen erforderlich.

C.15.1 Blotting

C.15.1.1 Material

< ein unfixiertes Trenngel aus einer soeben been®&S$PAGE

« Nitrozellulose (Hybond™-ECL™, Amersham Biosciences)

« Gel-Blotting-Papier (Whatman® Schleicher und Sch@&B003, 0,8 mm dick)

* Blot-Puffer (50 mM Tris, 40 mM Glycin, 0,037% (w/@DS, 20% (v/v) Ethanol)
* Blotkammer (z.B. von Biotec-Fischer) und Spannungiig

C.15.1.2 Durchfiihrung

Ein Blatt Nitrozellulose und sechs Blatter Gel-Biog-Papier werden auf die Gro3e des Gels zuresbluitten
und im Blot-Puffer getrankt. Bei diinnerem PapieB(B2, 0,4 mm dick) ist die doppelte Anzahl zu vemden.
Die Komponenten missen sehr sauber gehandhabt nyente die Kontamination der Nitrozellulose mit
Fremdproteinen, wie z.B. von Handschuhpuder, zumeaten. Drei Blatt Gel-Blotting-Papier (in Blot-Perf
getrankt) und darauf die mit d8 angefeuchtete Nitrozellulose werden auf die AndeleBlotkammer gelegt.
Das Gel muss nun moglichst ohne vorherige Berlihpasgend auf der Nitrozellulose platziert werdenf. das
Gel werden drei weitere mit Blot-Puffer getrankt&atB Gel-Blotting-Papier gelegt und Luftblasen alem
Stapel z.B. durch Daruberrollen mit einer Pastqatpe entfernt.

Abbildung 1€. Schematische Graphitplatte, Kathode, Minus-Pol
Darstellung des Aufbaus eines
Western Blots. drei Lagen Gel-Blotting-Papier

! / Gel aus SDS-PAGE

Nitrozellulose
ﬁ drei Lagen Ge-Bloting-Papier
Graphitplatte, Anode, Plus-Pol
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Die Blotkammer wird verschlossen und mit einem Gaémvietwa 1 bis 2 kg) beschwert. Nun wird fir et¥va
Stunden (abhéngig von Geldicke und Proteingrof3& 8pannung angelegt, bei der ca. 1 mA Strom pfo cm
Gelflache flieRen.

Um den Transfer zu kontrollieren, kénnen die Praeauf der Nitrozellulose nun mit Ponceau S Ro#udpf
werden. Das Entfarben erfolgt mit gblund PBS plus 0,05% (v/v) Tween 20. AnschlieRafalgt das Blocken
der Nitrozellulose mit 5% (w/v) Magermilchpulver PBS bei dem alle freien Stellen der Nitrozellulosit
Proteinen abgesattigt werden.

C.15.2 Dekoration und ECL

In dieser Arbeit wurde hauptsachlich eine Methoge Dekoration verwendet, die zum Ziel hat eine ECL
(enhanced chemiuminescence) durchzufiihren und dabei die Lichtéarissnit einem Rontgenfilm zu
dokumentieren. Dabei wird das geblottete Antigehemiem spezifischen Antikdrper detektiert, der deirim
von einem mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjtigie Antikdrper erkannt wird.

C.15.2.1 Material

« Blot, Nitrozellulose mit Proteinproben (aus WesterntBlot Blot, etc.)

< Erstantikérperlésung: Antikdrper oder Serum aus Spezies spec. gegetieiektierendes Antigen in
geeigneter Verdinnung (z.B. 1:1000) in geeignetenerdiinnungsmittel (z.B. 5% (w/v)
Magermilchpulver in PBS)

« Zweitantikérperlésung: mit HRP konjugierte Antikdrper gegen AntikdrpeerdSpezies spec. in
geeigneter Verdiinnung (z.B. 1:10000) in geeignéfendiinnungsmittel

* Waschpuffer (PBS mit 0,05% (v/v) Tween 20)

» ECL Kit (ECL plus Western Blotting Detection System, Anhars Biosciences)

C.15.2.2 Durchfiihrung

Die Nitrozellulose muss fur etwa 30 min oder langeit einem geeigneten Reagenz geblockt werden.
Normalerweise ist 5% (w/v) Magermilchpulver in PBBe gute Wahl (Magermilchpulver eignet sich, dawes
viel Biotin enthalt). Eine Alternative ware 2% (W/BSA oder Kasein in PBS. Der geblockte Blot windder
Erstantikérperlosung bei RT fiir zwei Stunden, datird °C UN inkubiert. Die Lésung kann danach atogsgn
und eingefroren werden, um sie spater erneut aueraten. Der Blot wird dreimal fur je 10 min in Wapaffer
gewaschen. Es folgt eine Inkubation in der Zweikémperlosung fir 45 min bei RT. Der Blot wird dann
funfmal flr etwa 8 min in Waschpuffer gewaschen.

Nun wird der Blot zwischen zwei saubere und etwiakede Plastikfolien gelegt und mit den ECL Reagemz
nach Herstellerangaben behandelt.

Der Blot wird zusammen mit einem Rontgenfilm undegiVerstérkerfolie in eine Rontgenfilmkassetteegel
und je nach Stérke der Reaktion fur etwa 3 s biiseikponiert. Es empfiehlt sich mehrere Expositieitsn
auszuprobieren, um ein optimales Ergebnis zu enhalt

Den Blot kann man anschlieBend in Waschpuffer warscimd einfrieren, um spéater eine weitere Dekanadio
ihm vorzunehmen oder ihn dafiir vorher zu strippgen$.3).

C.15.3 Stripping

Durch das Strippen eines Western Blots kann eirtékdmperdekoration entfernt werden, um an demsekleh
eine andere Dekoration vorzunehmen. Da man jedastitdechnen muss, dass bei diesem Vorgang auasetw
von den geblotteten Proteinen verloren geht, kdasedProzedur nicht beliebig haufig wiederholt veerdin
dieser Arbeit wurden Blots hdchstexismalgestrippt.

C.15.3.1 Material

» dekorierter Blot

« Stripping Buffer (2% (w/v) SDS, 63 mM Tris, pH 6, Kurz vor Gebrauch 0,7% (v/v) 3-Mercaptoethanol
dazugeben (unter Abzug!)

* Heizbad

C.15.3.2 Durchfiihrung

« Der Blot wird im Stripping Buffer bei 50-60 °C f&t h inkubiert und gelegentlich geschwenkt.
< Danach empfiehlt es sich den Blot in PBS zu wasetimehsicherheitshalber erneut geeignet zu blocken.

64



Material und Methoden

C.16 Zellkultur

C.16.1 Zellkulturmedien, und -puffer

* RPMI 1640 mit L-Glutamin (Gibco, 21875-034)

» Fotales KalberseruntCS, Biochrom AG), wird vor Verwendung in Zellkulturmien durch Hitze
inaktiviert (56 °C, 30 min)

« Dimethylsulfoxid DMSO, Fluka 41639)

« Waschpuffer (PBS, wenn die Zellen abgeltst werden oder PB3enfitl g/l CaGlund MgC}, wenn
die Zellen fixiert bleiben sollen)

C.16.1.1 Medium fiir J774A.1
RPMI 1640 mit L-Glutamin plus ein Zehntel Volume@ &.

C.16.2 Kultivierung der Zellen

Die Zelllinie J774A.1 (ATCC TIB-67) wurde gemaR dempfehlungen der American Type Culture Collection
(ATCC, http://www.atcc.org/bzw. http://www.lgcpromochem-atcc.cojnkultiviert. Die Zelllinie wurde in
einem begasten Brutschrank bei 37°C in einer humigémosphéare mit 5% C&Gehalt in speziellen
Kulturflaschen kultiviert. Die verwendeten WascHhpufund Medien wurden im Vorfeld auf 37°C vorgew#rm

C.16.2.1 Einfrieren und Auftauen

Um eukaryotische Zellen fur langere Zeit zu lageverden sie in flussigem Stickstoff bei -195,8°Gbawahrt.

Zum Einfrieren werden die Zellen zunachst zu hdbiehte herangezogen, dann mit PBS gewaschen und mit
Trypsin abgelost. Danach werden sie in Medium rdfl(v/v) DMSO (Gefrierschutzmittel fir die Zellen)
aufgenommen und gut resuspendiert, in Kryoréhrcf@reiner, Cryo.S) aliquotiert und mit Zellstoff ade
ahnlichem isoliert bei -80 °C langsam eingefrorBlach 24 h werden sie endgiltig in flissigem Stiz#st
gelagert.

Im Gegensatz zum langsamen Einfrieren, ist es d@mmsnsten fir die Zellen, wenn sie schnell aufdgetau
werden. Das Kryordhrchen wird dazu in warmem Wassw@armt und die Kultur nach Verflissigung des
Mediums sofort in warmem Medium aufgenommen. Amhséen Tag sollte das Medium mit den Resten an
dem fir Zellen im Wachstum schadlichen DMSO ausggefat werden.

C.16.2.2 Subkultivierung von Monolayerkuluren/eukaryotischen Zellen

Die verwendeten eukaryotische Zellen bilden nach3e4 Tagen einen Monolayer und missen dann aw# neu
Zellkulturflaschen gesplittet werden. Nach dem Ahlgen des Mediums aus der Zellkulturflasche werien
Zellen PBS gewaschen. Das Ablésen der adharentehMakrophagen erfolgt durch mechanisches Abkratzen
vom Untergrund der Kulturflasche. Die Zellen werdefrischem RPMI Medium mit FCS resuspendiert imd
Verhaltnis 3:7 auf neue Zellkulturflaschen vertaitid erneut bei 37°C und 5% ¢gidkubiert.

C.16.3 Herstellung von Infektionsaliquots

Wie unter C.1.1 beschrieben werden die zu unteenadn Bakterien bis zu einer OD600nm von 1,0
herangezogen. Von der Kultur werden 10 ml bei 5q00 fir 10 min bei 4°C pelletiert und zweimal mB®
gewaschen. Das Zellpellet wird dann in 10 ml 1x PB% Glyzerin resuspendiert, in 1ml-Portionen abitigrt
und bei -80°C eingefroren.

Zur Bestimmung der Bakterienzellzahl werden von eigsv zwei Aliquots eines Bakterienstammes
Verdiinngsreihen bis Thergestellt und anschlieRend die Zahl der Baktgrierml bestimmt.

C.16.4 Infektion mit Listeria monocytogenes

In den Infektionsversuchen wurden verschiedeneetiest-Stamme in einer bestimmten MOI (,multipliciby
infection”; Verhaltnis der Bakterien zur ausgesatéellzahl) in serumfreien RPMI-Medium auf einen
semikonfluenten Zellrasen gegeben. Bei den verwend&elllinien handelt es sich um professionell
phagozierende J744 Makrophagen, die gemaf ihrérlicaen Funktion eine erhéhte Anzahl von Bakterien
aufnehmen. Fir eineeffiziente Bakterienaufnahmedemidie J774 Makrophagen mit MOI 1 infiziert.
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C.16.4.1 Aussden der Zellen

Fiur eine Infektion von. J744 Makrophagen wird ca.mMvor Infektionsbeginn mit dem Ausséen der Zellen
begonnen. Daflir werden die Zellen vom Boden delkidiblirflasche geldst und die Zellzahl in einer Rsie
Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. AnschlieRend wiedz#llzahl auf 1 x 10Zellen / ml eingestellt und je 1 ml
der Zellsuspension pro Well in einer 24well-Kultiafpe ausgesat.

C.16.4.2 Infektion der eukaryotischen Zellen

Vor der Infektion wird die genaue Zellzahl in zvesitra ausgesaten Wells bestimmt, um die MOI bertiau
kénnen. Dafur werden die Zellen geldst, die Zellzalt Hilfe einer Fuchs-Rosenthal Zalkammer ausg#éaind

die passende Menge RPMI ohne FCS mit der erreahBetkterienmenge versetzt.

Die Zellen in den zu infizierenden Wells werdenne#th mit 1 ml Waschpuffer gewaschen und mit 1 ml
Infektionsmedium infiziert. Die Bakterienzellzahh iinfektionsmedium wird durch Ausplattieren bestitnm

Nach einer Infektionsdauer von 45 min (J744) wiad Medium abgenommen unddie Zellen werden einmal mi
1 ml Waschpuffer gewaschen um einen Grof3teil eglidarer Bakterien zu entfernen (Zeitpunkt t0).3&udem
werden die noch extrazellular verbliebenen Baktedarch die Inkubation von Gentamycin-haltigem RPMI
Medium mit FCS (50 pg/ml Gentamycin) fir 1 h im [Kalturschrank abgetdtet. Nach dieser Inkubatiordwi
Medium gegen 1 ml RPMI-Medium mit 10 pg/ml Gentamyausgetauscht und die Zellen bis zu den weiteren
Messwerten (Zeipunkte t3, t5 und t7) im Zellkulturischrank bei 37°C und 5% G@kubiert.

An den verschiedenen Zeitpunkten (t0, t1, t3, 8 ) wird das Medium in den jeweiligen Ansatzemsichtig
abgesaugt. Die Zellen werden einmal mit 1 ml PB®agehen und durch die Zugabe von 1 ml eiskaltem,
sterilem dHO und Ultraschallbehandlung lysiert. Von den gutmigehten Zelllysaten werden
Verdunnungsreihen hergestellt und auf BHI Plattesptattiert. Die BHI Platten werden bei 37°C inlerbiund

die Bakterienzahl / ml bestimmt.

C.17 RNA Methoden

Allgemein gilt bei Umgang mit RNA, die Kontaminatianit RNAsen zu vermeiden. Da unter anderem der
menschliche Korper eine Quelle fir RNAsen darstatt das Tragen von sauberen Handschuhen Pflibt.
Kontamination der Arbeitsmaterialen mit Korperfliggeiten wie Schweif3 und Speichel ist dringend zu
vermeiden. Sduberung erfolgt mit Ethanol (70% (vbgder durch heil3e Sterilisation. Pipettenspitzémnen aus
einer frischen Packung gesteckt und unautoklavienvendet werden. Losungen sollten mit DEPC behande
oder, wenn dies nicht mdglich ist, die sauberengBezien in einem RNAse-freien Losungsmittel (z.EEHT-
behandeltes diD) geldst werden.

C.17.1 DEPC-Behandlung

Um RNAsen in Lésungen zu degradieren, kann maredieis Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeln. Dazu
wird die Lésung mit 0,1% (v/v) DEPC versetzt, Uibacht bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auta&lay
um das DEPC selbst abzubauen. DEPC zerfallt dagthachlich in Ceound Ethanol.

Diese Methode ishicht anwendbar bei Lésungen, die nicht autoklaviert werden durfenl bei Reagenzien,
die eineAminogruppe haben, wie zum Beispi@lris-Base Auch HEPES Puffer ist hierflir ungeeignet.
Alternativ kdnnen die sauberen () Reagenzien inDRPC behandeltem @B gel6st werden.

C.17.2 RNA-Isolierung aus in BHI gewachsenen Listerien

Wie unter C.1 beschrieben werden die zu untersutgreBakterien bis zu einer Qfg,von 1,0 herangezogen.
Von der Kultur werden 10 ml bei 5000 rpm fur 10 niiai 4°C pelletiert und das Pellet in flissigern N
schockgefroren. Bis zur Weiterbearbeitung kannRigket bei -80°C gelagert werden.

Das auf Eis aufgetaute Pellet wird in 700 pl RLT@u (RNeasy Mini Kit von Qiagen) und 7 pl
B-Mercaptoethanol resuspendiert. Die entstandenarigisvird in ein Lysing Matrix B Tube (Qbiogene) mit
Silikatkiigelchen Gberfihrt. Die Bakterien werdenkastPrep™ FP120 Gerat (Savant Instruments, Ineindl

fur jeweils 45 Sekunden mit 6,5facher Geschwindighkgsiert. Um ein starkes Erwdrmen der Ldsung zu
vermeiden, wird das Tube zwischen den einzelnengadfugen kurze Zeit auf Eis inkubiert. Die
Bakterientrimmer und Silikatkiigelchen werden férs3min bei 15000 rpm abzentrifugiert.

Der Uberstand wird in ein 2 ml Eppendorf GefaR filfet, mit 500ul absolutem EtOH gemischt, auf eine Saule
(RNeasy Mini Kit) gegeben und zentrifugiert (150@®n, 1 min; RT). Die S&ule wird mit 700 pul RWI Peff
gewaschen und erneut zentrifugiert (15000 rpm, i; RI). Nun erfolgt eine DNase-Behandlung, fur ddeul
RDD-Puffer und 10ul DNase | (Qiagen) vorsichtig gemischt (DNase | sgthr empfindlich gegentber
physikalischer Denaturierung) und fur 15 min auf &éule inkubiert werden. AnschlieBend werden 350 p
RWI-Puffer zugegeben und zentrifugiert (15000 rdmmin; RT) und die Saule zweimal mit je 500 pl RPE-
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Puffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritl wie Saule durch erneutes Zentrifugieren getrackne
(15000 rpm, 3 min; RT) und in ein neues 1,5 ml-Rieakgefal? Uberfihrt. Die RNA wird in 40 pl RNaseiém
Wasser mittels Zentrifugation (15000 rpm, 1 min;)Rluiert und bei -80 °C aufbewahrt.

C.17.3 RNA-Isolierung aus in Minimalmedium gewachsenen

Listerien

Wie unter C.1 beschrieben werden die zu untersutgreBakterien bis zu einer Qfg,von 1,0 herangezogen.
Von der Kultur werden 50 ml bei 5000 rpm fur 10 nkiai 4°C pelletiert und das Pellet in flissigern N
schockgefroren. Bis zur Weiterbearbeitung kannRigket bei -80°C gelagert werden.

Das auf Eis aufgetaute Pellet wird in 1,5 ml RLT#Pu (RNeasy Mini Kit von Qiagen) und 15 pl
B-Mercaptoethanol resuspendiert. Die entstandenarigisvird in ein Lysing Matrix B Tube (Qbiogene) mit
Silikatkiigelchen Gberfihrt. Die Bakterien werdenkastPrep™ FP120 Gerat (Savant Instruments, Ineindl

fur jeweils 45 Sekunden mit 6,5facher Geschwindighkgsiert. Um ein starkes Erwédrmen der Ldsung zu
vermeiden, wird das Tube zwischen den einzelnengadfugen kurze Zeit auf Eis inkubiert. Die
Bakterientrimmer und Silikatkiigelchen werden fiars33min bei 15000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstaird

in zwei 2 ml-Reaktionsgefalie tberfuhrt und mit j;llTRIzol Reagent (Invitrogen) versetzt, gevortard 5
min bei RT inkubiert. Anschlieend werden 200 pld@bphorm hinzugefiigt, der Ansatz gevortext undi@ m
bei RT inkubiert. Nun werden die Proben fur 10 mémtrifugiert (15000 rpm, 4°C) und anschlieRendatiere
Phase in ein frisches 2 ml-Reaktionsgefald Uberfilliet TRIzol Reagent- und Chlorophorm-Behandlungdwi
wiederholt und die obere Phase erneut in ein fescReaktionsgefal? Uberfiihrt. Der Losung werden 500
Isopropanol zugegeben und zur Fallung der DANN BNA fur 15 min zentrifugiert (15000 rpm, 4°C). Das
Pellet wird mit 1 ml 70%igem EtOH mittels gewascli@B000rpm, 4°C, 10 min) und anschlieRend mit affan
Gefald bei 50°C getrocknet. Das trockene Pellet wird0OO ml RNase freiem 4@ resuspendiert und durch
Warmebehandlung (50°C) geldst. Die Lésungen in dgei Caps eines Stammes werden nun wieder vereint
und mit 350 pl RLT-Puffer und 250 pl EtOH vermischbhd auf eine Saule (Qiagen) uberfihrt und
abzentrifugiert (15000 rpm, 1 min; RT). Im Anschlutaran erfolgt das Waschen mit 700 pl RWI-Puffed u
alle weiteren Schritte wie unter C.17.2 aufgefihrt.

C.17.4 DNase-Behandlung mit DNA-free™ Kit von Ambion

Die DNase-Behandlung mit dem DNifee™ Kit von Ambion ist eine sehr schnelle und effizeeiethode zur
Herstellung DNA-freier RNA. Die Durchfiihrung erféégnach Anleitung des Herstellers.

Wird die RNA zur Herstellung von cDNA fiir die Reaahe RT-PCR verwendet sollte nach der RNA-Isoligrun
eine PCR (siehe C.8.1) mit 1 pul RNA als Templatecdgefiihrt werden. Kann noch DNA nachgewiesen
werden, ist diese zusétzliche DNase-Behandungdafich, da die vorhandene DNA das Ergebnis del-Rea
time RT-PCR verfalschen kann. Nach der DNase-Bdhagdsollte eine weitere PCR durchgefiihrt werden, u
zu Uberpriufen, ob die RNA frei von DNA ist. Erhaftan kein PCR-Produkt, so kann davon ausgegangen
werden, dass die DNA vollstandig abgebaut wurde.

C.17.5 Reverse Transkription von RNA fiir die Real-time RT-
PCR

Die komplementare DNA (cDNA), wird durch reverseaiiskription aus der RNA als Matrize geschriebem. Di
Reverse Transkriptase istvivo ein Enzym mit drei verschiedenen enzymatischerivA#iten: RNA-abhangige
DNA-Polymerase (,Reverse Transkriptase“), Ribonaste (,RNaseH"; Abbau von RNA in RNA/DNA-
Hybriden) und DNA-abhangige DNA-Polymerase. In derlekularen Genetik ist die Reverse Transkriptase e
nitzliches Werkzeug, denn jede beliebige RNA windten geeigneten Bedingungen von der reversen
Transkriptase akzeptiert.

C.17.5.1 Reverse Transkription mit der SuperScript™ II (Invitrogen)

In einem Gesamtvolumen von 15 pl DEPgeHwerden 5 pg RNA aufgenommen und miu@ random
Hexamer-Oligonukleotide (Invitrogen) fur die RewerBranskription versetzt. Der Ansatz wird fur 5 nhiei
70°C inkubiert, zur Zerstdrung der Sekundarstruktier RNA, so dass die Oligonukleotide an die
komplementare mRNA-Sequenz binden kénnen. Nunggréahe Abkihlung des Ansatzes fiir 10 min auf Eis.
20 pl des folgenden Mixes werden hinzu pipettiert:

5 x 1st Strand Buffer (Invitrogen) 8,0 pl
0,1 M DTT (Invitrogen) 0,4 pl
dATP (20 mM) 1,0 pl
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dCTP (20 mM) 1,0 pl
dGTP (20 mM) 1,0 pl
dTTP (20 mM) 1,0 pl
Ribonuclease Inhibitor (RNase out; Invitrogen) [lo
Superscript TM Il (Invitrogen) 1,0 ul

ad 20 ul DEPC d O
Der gesamte Ansatz wird gut gemischt, 10 min beirR@mperatur inkubiert und dann erfolgt die cDNA-
Synthese fiir 2 Stunden bei 42°C. AnschlieRend dérdAnsatz zur Zerstérung des Ribonuclease-Inhibffiar
15 min bei 70°C inkubiert. Die Zugabe von 2 pl R&lé§Roche, DNasefree) und eine weitere Inkubatiort§i
min bei 37°C zerstort die Template-RNA. Die fertigpNA wird mit dem Qiagen PCR-Purification Kit
gereinigt und in 30 pl EB-Puffer (Qiagen) eluidte fertige cDNA kann entweder sofort fir die Réale RT-
PCR eingesetzt oder bei -20°C eingefroren werden.

C.17.6 Quantitative Real-Time-PCR (RT-PCR)

Die Real-Time-PCR stellt die modernste Methode Qerantifizierung von Nukleinsduren dar. Bei dieser
empfindlichen Methode werden nicht absolute Mengan PCR-Produkt gemessen, sondern die DNA-
Amplifikation kann Zyklus fur Zyklus verfolgt werde Dies geschieht mit Hilfe von Fluoreszenzsignaldia
durch einen bestimmten Farbstoff entstehen, welchen Reaktionsansatz hinzugegeben wird. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff, SyBBreen I, kann sich sequenzunspezifisch in die & &arche der DNA-Doppel-Helix
einlagern und dadurch Licht emittieren. Im ungetamah Zustand besitzt Syi@reen | eine relativ niedrige
Fluoreszenz und es bindet nicht an ssDNA.

Steigt die DNA-Menge in der PCR-Reaktion an, s@steuch proportional die Fluoreszenz des FarbssoiDie
Fluoreszenz der Probe kann mit Hilfe eines Lightéy® (BIO-RAD) nach jedem Zyklus quantifiziert werden.
Die gemessene Starke des Fluoreszenzsignals wiiehgdie Zyklenzahlen per Computer in einem Diagramm
dargestellt. Durch die Mitfihrung von Standardwertait bekannten DNA-Konzentrationen kénnen die im
Reaktionsansatz enthaltenden DNA-Mengen zu jedentpufet quantifiziert werden. Die quantitative
Information in einer RT-PCR-Reaktion liefern nur mge Zyklen, in denen die DNA-Menge logarithmisch
ansteigt.

Syb®Green | ist einfach zu verwenden, da es keine Sespezifitat besitzt, dadurch aber auch an jedes
doppelstrangige Produkt bindet, egal ob es sicteidam das gewilinschte Produkt oder ein unspezifische
Nebenprodukt handelt. Um die Spezifitdt der PCRkiRea Uiberpriifen zu kénnen, werden im Anschlusslian
Bildung der PCR-Produkte Schmelzkurven gebildetspézifische Produkte schmelzen meist bei niedngere
Temperaturen als die langeren spezifischen Proddldégrund des Schmelzverhaltens von DNA nimmt die
Fluoreszenz mit steigender Temperatur ab. Die mabeirRluoreszenzanderung pro Temperaturerhéhungtergi
ein Maximum in der Schmelzkurve, welches charagtisgh fir jedes PCR-Produkt ist.

Bei der Wahl der Oligonukleotide fir die Real-tilR&-PCR sollten folgende Kriterien beachtet werden:

- die Wahl der Oligonukleotide sollte in der Mittesd8ens erfolgen, um trotz eines méglichen Abbaus de
weniger stabilen mRNA, ein Produkt bei der cDNA-Bwse und somit auch in der Real-Time RT-PCR
zu erhalten

- das resultierende PCR-Fragment sollte 130 — 19@rgpsein

- GC-Gehalt 40 — 50 %

- ideale Oligonukleotidlange 20 — 25 bp

- palindromische Sequenzen vermeiden

- Homologie der Oligonukleotide zueinander vermeiden

- hochstens zwei GCs in den letzten finf Basen a@-Ende

Standardreaktions-RT-PCR-Ansatz
Der Absoluté” QPCR SYBR Green Mix (ABgene) enthélt bereits deaktionspuffer, eine Thermo Start DNA
Polymerase (Aktivierung des Enzyms bei 95°C funiif), dNTPs und MgGl

Absolutd™ QPCR SYBR Green Mix 25 pl
Oligonukleotid | 100 nM
Oligonukleotid Il 100 nM
cDNA (1:50 verdiinnt) 4 ul

ad 50 IJI dHOsteri\
Standard-RT-PCR-Bedingungen:

95°C 15 min Aktivierung der Polymerase

40 Zyklen:
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95°C 15 sec Denaturierung
60°C 1 min Annealing und Elongation

C.18 Microarray-Assay

Mit Hilfe der Microarray-Technik werden die parddeAnalyse sowie der Vergleich des Expressionsisrefner
Vielzahl von Genen ermdglicht. Die hohe Effizieneigert die Geschwindigkeit in der molekularbiokgfien
Forschung. Die Microarray Technik basiert auf dem#tlisierung von Nukleinsduren. Eine komplementéare
Sequenz fuhrt zur Hybridisierung von zwei einzéisgigen Nukleinsauremolekdilen, von denen eine ggfr e
Matrix fest gebunden vorliegt.

Es existieren zwei Chip-Varianten: cDNA-Microarraysd Oligonukleotid-Microarrays. In beiden Falleierd
DNA als Sonde, die an definierten Positionen eRasters auf den Chip aufgebracht werden.

« cDNA-Microarrays: lange DNA Molekile (100 Nukleotide) werden auf exirfesten Oberflache
(Membranen, Glas oder Silikon-Chip) fixiert; die BNvird mit Hilfe der PCR amplifiziert

« Oligonukleotid Microarrays: kurze DNA-Fragmente (25 Nukleotide) mit bekani@equenz werden
an der Oberflache des Chips synthetisiert

In dieser Arbeit wurden Oligonukleotid-Microarraysrwendet. Die Oligonukleotide wurden entsprechéed
Herstellerangaben auf Epoxy-beschichteten Glaskdfiigern (Quantifoil) gespottet (whole genome diden:

T. Chakraborty Institut fur Medizinische Mikrobiddg Giel3en; M. Frosch, Institut fir Hygiene und
Mikrobiologie, Wirzburg und PTS-slides von: BF-B&BE Schneider und Zeltz GbR, 79211 Denzlingen). Die
Firma Operon hat die 70 Nukleotid langen Oligomeadier in L. monozytogenegorliegenden ORFs (ca. 3000)
entworfen und synthetisiert, sowie jeweils ein ze®iOligomer fir die Phosphotransferasesystem Gene.

Zunachst wird RNA aus dem zu untersuchenden Ba&kistamm extrahiert und mittels reverser Transknipin

cDNA umgeschrieben. Dabei werden fluoreszenzmaekilukleotide (dCTP) eingebaut. Die markierte cDNA
wird dann mit den DNA-Microarrays hybridisiert. Hiei binden markierte cDNA Stiicke an ihren
komplementaren Gegenpart auf dem Array. Nach Abkmasg der nicht gebundenen cDNA-Stiicke wird das

Fluoreszenzsignal jeder Position des DNA-Microasrayttels eines Lasers detektiert

C.18.1 Herstellung der Sonden

Zunachst erfolgte wie unter C.17 beschrieben dikelising bakterieller RNA und es wurden 30#9RNA pro
Stamm in einem Volumen von 1bfiir die cDNA Synthese eingesetzt.

gesamte RNA 30-40 pug
random Oligonukleotide (3ug/ul; Invitrogen) 3 ul
ad 18 pl DEPC-ED

Der Ansatz wird fir 5 min bei 70°C inkubiert, zuerdtérung der Sekundarstruktur der RNA, so dass die
Oligonukleotide an die komplementare mRNA-Sequeimddn kdnnen. Nun erfolgt eine Abkihlung des
Ansatzes fur 10 min auf Eis.

20 pl des folgenden Mixes werden hinzu pipettiert:

5 x 1st Strand Buffer (Invitrogen) 8 ul
0,1 M DTT (Invitrogen) 0,4 pl
dATP (20 mM) 1l
dGTP (20 mM) 1l
dTTP (20 mM) 1ul
dCTP (10 mM) 1ul
Ribonuclease Inhibitor (RNase out TM; Invitrogen) pia
Superscript TM Il (Invitrogen) 1 pl

ad 20 pl DEPC-ED

Zusatzlich zum Mastermix werden pro Ansatpl Zluoreszenzmarkierte dCTPs (Cyto dye 3 und Cyte §;
GE Healthcare) hinzugefligt und der Ansatz fir 16 b@i RT inkubiert (ab hier wird im Dunkeln geatie€),

mit anschlieBender cDNA-Synthese bei 42°C fir Dénn wird der Ansatz zur Zerstérung des Ribonueleas
Inhibitors fur 15 min bei 70°C inkubiert. Die Zugalvon 2 pl RNase (Roche, DNasefree) und eine veeiter
Inkubation fur 45 min bei 37°C zerstért die Temet&NA. Die fertige cDNA wird mit dem Qiagen PCR-
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Purification Kit gereinigt und in 30 pl EB-PuffeQagen) eluiert. Die mittels Microarray zu verglenden
Anséatze werden vereint und in der Speedvac bei 4bffzin Gesamtvolumen von 30 pl reduziert. Die DN
wird entweder direkt fir Microarray-Experimente wendet oder bei -20°C fiir héchstens eine Woche
eingefroren. Ansatze zur Verwendung mit PTS-Slidessten nicht eingedampft werden.

C.18.2 Hybridisierung

C.18.2.1 Waschen und Blocken des Microarray-Slides

Whole genome Slide

Rinsing Solution 1: 0,1 % Triton-X100 in d6O
Rinsing Solution 2: 100ul 37 %ige HCI

ad 1000 ml dKO
Rinsing Solution 3: 100 mM KCl in dHO
QMT Blocking Solution: 50mM Ethanolamin
(pH-Wert: 9,0) 0,1 % (w/v) SDS

0,1 M Tris

Das Waschen des Slides beginnt fir 5 min bei Raupdeatur (RT) in Rinsing Solution 1, gefolgt vorx 2
min in Rinsing Solution 2 (RT), 10 min in RinsingI8tion 3 (RT) und anschlieRender Minute in,dH Es folgt
eine Inkubation des Slides im QMT Blocking-Puffér 15 min bei 60°C und ein letzter Waschschritt fimin
in dH,0O. Der Slide wird durch Zentrifugation (16000 rpRT; 3 min) getrocknet.

Die PTS-Slides wurden schon von der Firma BF-Bl®Ilgbwaschen und sind direkt einsetzbar.

Vorbereitung der Sonde und Hybridisierung

20 x SSC: 3,0 M NacCl
(pH-Wert: 7,0) 0,3 M NaCitrat

Fir den Whole genome Slide werden die 30 ul Cyg@3dnarkierte cDNA mit 6,0 pul 20x SSC und 4 pl 1%
SDS versetzt und 1 min bei 94°C inkubiert. Der Marray-Slide wird in den Slide-holder gelegt, deisatz auf
den Microarray-Slide aufgetragen und luftblasenfréi einem Deckglas abgedeckt. In die Locher dédeSl|
holders werden je 10l dH,O pipettiert, um den Slide vor dem Austrocknen aiiszen. Der Slide-holder wird
in Alufolie eingewickelt und mit der Oberseite nagben fir 16 bis 18 h in einem 64°C warmen Wasskrba
inkubiert.

Fir den PTS-Slide werden 60 pl Cye3-/Cye5-markieEtA, 22,65 pl 20xSSC, 5,7 pl 2%SDS, 25,25 pl dH20
und 11,4 pl Array Block (BF-BIOlabs) in ein Gesapltimen von 125 pl vereint. Dieser Ansatz wird aehd
mit einem Microarray Gene Frame (ABgene) abgedechd@S-Slide pipettiert und der Rahmen mit der
Deckfolie verklebt. Der Slide wird in ein 50 ml @Gmer Rohrchen Uberfihrt und in diesem mit einem
angefeuchteten Tuch, welches auf der Unterseite @bgekttrdgers eingeschoben wird, eine hohe
Luftfeuchtigkeit erreicht. Das verschlossene GreiR®hrchen wird zum Verdunkeln mit Aluminiumfolie
umwickelt und fur 16 bis 18 h bei 64 °C im Hybridizingsofen gedreht.

C.18.2.2 Waschen des Microarray-Slides

Whole genome Slide PTS Slide
Waschlésung 1: 2xSSC 2xSSC
Auf 60°C erwarmt 0,2 % SDS 0,5 % SDS
Waschlésung 2: 2xSSC 0,5xSSC
Waschlésung 3: 0,2x SSC 0,1 x SSC

Nach der Hybridisierung tber Nacht wird bei dem FSlile der Rahmen abgezogen und bei beiden Artan vo
Slides erfolgen drei Waschschritte bei RT: 10 miaschlosung 1 (das Deckglas I8st sich vom Wheteme
Slide), 10 min in Waschlésung 2 und 2x 10 min insdldsung 3. Der Slide wird durch Zentrifugation
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getrocknet (16000 rpm; RT; 3 min). Der Slide wilid bum Einscannen in einen abgedunkelten Plastiktezh
aufbewabhrt.

C.18.3 Scannen und Auswertung

Die Microarrays werden mit dem ScanArrayLight HTaBaer (Perkin Elmer, Boston) gescannt.

Die durchschnittliche Signalintensitat jedes eineel Spots und des Hintergrunds werden mit der StapA
Express Software (Perkin ElImer, Bosten) oder GenBRj 6.0 (Molecular Devices) ausgewertet. Der Cy3/
Quotient wird aus den korrigierten Werten fiir jedaselne Gen berechnet.

C.19 Proteinreinigung mittels His-Tag und Ni-NTA-
Agarose

Zur Proteinaufreinigung wurde in dieser Arbeit @&stem QlAexpressionist von Qiagen verwendet. Dieses
Aufreinigungssystem macht sich die Eigenschaft Histidinresten zunutze Nickel-lonen binden zu kdnmne
Nitrilotriessigsaure (nitrilotriacetic acid, NTAERitzt ebenfalls diese Eigenschaft. NTA okkupiét von sechs
moglichen Bindestellen des Nilons, die zwei verbleibenden Bindestellen kénnem wwei benachbarten
Histidinresten eines Proteins besetzt werden. Ripdung von NTA an eine feste Matrix ermdglicht eis, mit
Histidinresten markiertes Protein selektiv in einefroteingemisch zu binden und mechanisch von
unerwiinschten Kontaminanten zu trennen. Eine Elufies Proteins von der NTA-Matrix kann mit Imidgzol
das als Histidinanalogon fungiert, erfolgen.

C.19.1 Liste der isolierten Hisg-markierten Proteine
Die verwendeten Primer und Templates zur Herstgltler pQE-Vektoren sind in C.3 und C.5aufgelistet.

Protein ‘ pQE-Vektor in E. coli M15 ‘ Konzentration

Lmo0096 pQE300096 6 g/l
Lmo0783 pQE600783 0,8 g/l
Lmo2685 pQE302685 6 g/l
Aufbewahrungspuffer: 0,01 M HEPES pH 7,4
0,15 M NacCl
3mM EDTA

10 % Glycerin

C.19.2 Klonierung

Zunachst wird die kodierende DNA-Sequenz fiir dasimeschte Protein (ohne Signalpeptid, wenn vorhanden
im richtigen Frame in die MCS (multiple cloningejiteines pQE-Vektors kloniert. Das Konstrukt kodiauin

fur ein rekombinantes Fusionsprotein, das an seiNemder C-Terminus (je nach verwendetem Vektochse
Histidinreste (HigTag) besitzt. Das Konstrukt wird B coliM15 transformiert.

C.19.3 Aufreinigung

C.19.3.1 Material

e HisTrap™ HP Saulchen, 1 ml (Amersham Biosciences)

« Dialyseschlauch MWCO 14000 Da

« Probenpuffer (20 mM NaHBPQ,, 500 mM NacCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0)

e Elutionspuffer (20 mM NaHBPGQ,, 500 mM NacCl, 500 mM Imidazol, pH 8,0)

« Dialysepuffer (0,1 M HEPES, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 10% Glycg}in

e 1 MIPTG (Isopropylf-D-thiogalactopyranosid; 2,38 g IPTG in 10 mlgH&sen, Aufbewahrung bei -
20 °C)

* Proteinase-Inhibitor (Complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor CamkiT ablets; Roche)
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C.19.3.2 Durchfiihrung

Von einerE. coliM15 Ubernachtkultur werden 100 ml zu 900 ml vavgemten LB in einen Erlenmeyerkolben
gegeben und unter Schiitteln bei 37 °C bis zy¢&R0,6 bis 0,8 kultiviert. Nun wird durch Zugabe viRTG
(Endkonzentration 1 mM) die Uberproduktion des Basproteins induziert und die Kultur fur etwa 3 8ten
weitergeschuttelt. Die Kultur wird bei 14000 rpmdu °C fiir 10 min zentrifugiert. Die Pellets werddsmn in
etwa 20 ml PBS resuspendiert und erneut abzengifudas PBS wird verworfen und die Pellets bl €
eingefroren.

Die Bakterienpellets werden auf Eis aufgetaut, iml8robenpuffer mit Protease Inhibitor resuspendiad je
850 pl in eine Lysing Matrix B (Q-Biogene) uberftinbie Proben werden dann in einem FastPrep™ FP120
Geréat (Savant Instruments, Inc.) sechsmal fur jewsd Sekunden mit 6,5facher Geschwindigkeit getseli
Um ein Denaturieren der Proteine zu verhindern werdie Lysing Matrix B Caps nach jeder Runde fineei
Minute auf Eis abgekuhlt. AnschlieBend werden ddt@immer durch Zentrifugation bei 4 °C und 200@0
fir 30 min sedimentiert und der Uberstand mit destétnen abgenommen. Der Uberstand wird filtri€g6
pum), um ihn fiir die AKTAprime (sieheC.19.4) vorzubigen.

An die AKTAprime wird Probenpuffer als Puffer A urBlutionspuffer als Puffer B angeschlossen. Die
allgemeine Flussrate betragt 1,0 ml/min. Die HigT¥aHP Saule wird mit 10 ml Probenpuffer aquilibriend
die Probe Uber die Saule geschickt (30 ml, O %Rin Wird die Saule bei 22 mM Imidazol gewaschen,diés
OD,gonm Wieder das Basislevel erreicht hat (100 ml, 5 %B)einem linearen Gradienten von 22 bis 500 mM
Imidazol und anschliefend 500 mM Imidazol werdes Rlioteine eluiert (20 ml, 22 bis 100 %B, dann 20 m
100 %B) und die Fraktionen gesammelt. Die Sé&uled witit dH,O und anschlieRend 20% (v/v) EtOH
gewaschen.

Die Fraktionen werden in einer SDS-PAGE (siehe £mi8 Coomassie Farbung (siehe C.14.1) auf Reiniedt
Ausbeute Uberprift. Geeignete Fraktionen werderinigt und gegen den Dialysepuffer dialysiert. Ndeain
die Proteinkonzentration bestimmt wurde (siehe ¥.1dird die Proteinlésung aliquotiert und bei -8C °
gelagert.

C.19.4 AKTAprime

Die AKTAprime von Amersham Biosciences erlaubt dfutomatisierung und Dokumentation von
verschiedensten chromatographischen VerfahrernviElg Applikationen wie Aufreinigung von Hisnarkierten
oder GST-markierten Proteinen, lonenaustausch,akntsg, etc. sind bereits Programme vorhanden €sieh
Abbildung 17).

Abbildung 17. Skizze der AKTAprime und
schematische  Darstellung der  einzelnen
Komponenten. Grafik aus dem Handbuch des
Herstellers.
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Puffer von der System pumpdurch einen described below.
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C.19.5 Photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinldsungen besitzen im Allgemeinen bei ca. @30 280 nm Wellenldnge Absorptionsmaxima, diedasg
Vorhandensein bestimmter Aminosaurereste zuriickgefilerden kdnnen. Liegt ein reines Protein in Ligpu
vor und ist dessen spezifischer Extinktionskoedfiti(der u. a. von der Aminosaurekomposition dexeirs
abhangt) bekannt, so kann aus der gemessenen AbadEgtinktion die Proteinkonzentration in der Lbg
errechnet werden. Die Absorption bei 230 nm istket& doch stdren hier haufig andere Substanzensidh in
vielen Puffern befinden, und so wird die Konzemtragmessung meist bei 280 nm durchgefihrt.

C.19.5.1 GrofBen

lo = (ausgesendete) Lichtintensitat vor DurchquerergProbe

| = (gemessene) Lichtintensitat nach Durchquerwergrdobe

T = Transmission (1f)

E = Extinktion (1d0gT, negativ dekadischer Logarithmus der Transimigs
€ = Extinktionskoeffizient

¢ = Konzentration

d = Strecke, die das Messlicht durch die Probeckeit

C.19.5.2 Formeln
E =¢ecd
¢ = E/gd)

C.19.5.3 Abschatzung des Extinktionskoeffizienten von Proteinen in
wassriger Losung

Etheoretiset= (NMWwX5690 + Rx1280 + Rex120) Micm?®

€nativ= (Enati\/Edenaturier)xstheoretisch

nw = Anzahl der Tryptophanreste im Protein
ny= Anzahl der Tyrosinreste im Protein
nss= Anzahl der Schwefelbriicken tiber Cysteinreste

C.19.5.4 Internettool zur Berechnung vieler Proteinparameter
http://www.expasy.org/tools/protparam.htmi

C.20 Protein-Protein-Bindungsstudien

C.20.1 Immunprazipitation

Fir wird zunachst pro Ansatz 50 pl ProteinA-SepbardB aus Staphylococcus (Fast Flow, Sigma-Aldrich)
zweimal mit je 50 pl PBS gewaschen (10 sek, 1200@g) am Ende mit PBS auf 50ul aufgefillt. 10ul sine
mdglichst reiner Antikérper gegen eines der zu nsukehenden Proteine werden nun zugegeben und 36enin
RT leicht geschuttelt. Anschlie3end werden die Sepde-Kugeln fir 2 min bei 3000rpm abzentrifugiant
dreimal mit 1ml kaltem PBS gewaschen. In gewiinscienzentration (z.B. 5ug) werden nun die zu
untersuchenden Proteine zugegeben und 90 min keieléht geschuttelt. Die Sepharose wird anschiid3e
dreimal mit 1ml kaltem PBS gewaschen und mit 2xLasirPuffer (C.13) auf 100u! aufgefillt. 20ul werden
nun in einem 12%igem SDS-Gel aufgetrennt und aiefdbhd mittels Western Blot (C.15) eine mdogliche
Bindung detektiert.

C.21 Protein-DNA-Bindungsstudien
C.21.1 Herstellung der DNA-Sonde

Mittels PCR werden die DNA-Fragmente der zu untelnisnden Promotorregion mit den unter C.5 aufgedithrt
Primerpaaren amplifiziert. Nach Kontrolle im Agaegel wird der Ansatz aufgereinigt (Qiagen PCR-
Purification Kit) und mit den passenden Restriksienzymen verdaut, so dass 5'-Uberh&dngende Enden
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entstehen. Die verdauten DNA-Sonden werden ernefigeeeinigt (Qiagen PCR-Purification Kit), die
Konzentration gemessen (Ultrospec 2100 pro Photnn&mersham) und bei -20°C gelagert.

C.21.2 Radioaktive Markierung der DNA-Sonde

Die Markierung der Sonde fiir die Gelretardationsexpente erfolgt durch Einbau vop-P]dATP in die
Uberhadngenden Enden mit Hilfe der T4-Polynucleatidge (PNK).

Sondenmix:

10 x PNK-Puffer A 2 ul
DNA 0,8 ug
[0-*?P]dATP (10pCi/pl) 6 ul
T4-Polynucleotidkinase 1l
dH,O ad 20 pl

Der Ansatz wird 30 min bei 37°C inkubiert und arsfbend werden nicht eingebaute Nucleotide miteHdér

illustra Microspin S-200 HR Saulchen (GE Healthgagatfernt. Zur Bestimmung der spezifischen Ak#vit
wird 1ul der gereinigten Sonde auf einen Glasfatar{GF/C-Filter, Whatman) pipettiert, kurz getkmet und

der Filter in ein Szintillationsrohrchen mit 3 ntitillationsflissigkeit (Roth) gegeben. Die Einbate (cpm/ul)

wird in einem Szintillationszahler gemessen.

C.21.3 Gelretardationsexperimente (EMSA)

Gelretardationsexperimente, oder auch electropleamability shift assay (EMSA), dienen dem Nachweis
Protein-DNA-Interaktionen. Dabei wird eine radidaktmarkierte DNA-Sonde, die ein bestimmtes
Proteinbindungsmotiv aufweist, mit einem Proteinalkt oder gereinigtem Protein inkubiert. In diesebeit
wurden die Bindungsreaktionen mit einem HEPES-Bidpuffer (HBP) durchgefiihrt. Die sich bildenden
Protein-DNA-Komplexe wurden anschlieend bei etghtioretischem Lauf in einem nativen Polyacrylamidge
aufgrund ihrer geringeren Mobilitdt von der ungedemen DNA-Sonde abgetrennt und autoradiographisch
ausgewertet.

C.21.3.1 5 x HEPES-Bindepuffer (HBP)

Cn Menge fir 10 ml
HEPES (pH 7,9) 100 mM ImlvonlM
KCL 250 mM 25mlvon1M
EDTA (pH 8,0) 5 mM 100 plvon 0,5 M
DTT 5 mM 50 pulvon1 M
Ficoll 15% 1549

C.21.3.2 Mastermix fiir EMSA

1 x Mix 15 x Mix
5 x HBP 4,5 pl 67,5 pl
poly dIdC (1 pg/ul) 1,5 ul 22,5 pl
BSA (1pg/ul, rein) 1,5 pl 22,5 pl
MgSO,(100mM) 3l 45 pl
Proteinextrakt/ reines Protein X nM X NM
[y-**P]dATP-markierte Sonde 5 nM 75 nM
dH,O ad 22,5 pl ad 337,5 pl

C.21.3.3 RNA-Polymerase Mix

RNA-Polymerase Puffer: Cn Menge fur 10 ml
Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM 500ul von 1M
NacCl 150 mM 300 plvon5 M
EDTA (pH 8,0) 1mM 20 ulvon 0,5 M
DTT 1M 10 ulvon 1 M
CaCl, 2,5mM 300 pl von 50 mM
Glycerin 20 % 4 ml von 50 %
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Die von N. Mauder aufgereinigte und bei -80 °C gele RNA-Polymerase (RNAP) wird fir die weitere
Verwendung in RNAP-Puffer 1:32 verdinnt und in eiBadkonzentration von 1,5 nM eingesetzt.

1 x Mix 7,5 x Mix
1:10 RNAP/RNAP-Puffer 3 ul 22,5 ul
5 x HBP 1,5 ul 22,5 pl
dH,O ad 7,5 pl ad 56,25 pl

C.21.3.4 Natives Polyacrylamidgel fiir EMSA

Das Polyaccrylamidgel kann ohne weiteres eine Wooheseiner Verwendung hergestellt werden. Manesets
dann feucht eingepackt im Kuhlschrank aufbewahuengin Austrocknen des Gels zu vermeiden.

Farbpuffer:

Hepes (pH 7,6) 10 mM
Glycerin 10 mM
Bromphenolblau 0,01 %
5%iges Polyacrylamidgel

10 x TBE 3,0 ml
30% Acrylamid 12,5 ml
10% APS 0,5 ml
TEMED 0,1 ml
dH,0O 58,9 ml

C.21.3.5 Durchfiihrung

Zunéachst wird die Losung fur das 5%ige native Polylamidgel luftblasenfrei zwischen zwei gut gergia
Glasplatten (20x30 cm) gegossen, die durch 1,5 rmkedSpacer getrennt sind und sorgfaltig mit Vaeeli
abgedichtet wurden. AnschlieBend setzt man den Kamnund lasst das Gel fur etwa 1 h auspolymegsier
Das Gel wird in eine Elektrophoresekammer gespandtmit 0,4xTBE als Laufpuffer aufgeftillt.

Da fir die Bindereaktion haufig verschiedene Pretedder Proteinmengen verwendet werden ist es adgli
diese aus dem Mastermix rauszurechnen und extr@ifzettieren. Der Bindungsansatz aus Protein und
Mastermix wird zunéchst fir 3 min bei 37°C und wet22 min auf Eis inkubiert. Um die AusbildungesrCI-
Komplexes nachzuweisen wird RNA-Polymerase oder RNPAIffer Mix zugegeben und weitere 5 min bei
37°C inkubiert. Fir einen Super-Shift kdnnen nurcmantikorper in einer Endkonzentration von 1:15
zugegeben werden und der Ansatz wird dann weitea2Eis inkubiert, bevor er auf das Gel aufgetragird.

Die Ansatze werden mit 10 pl Farbpuffer versetat 4f pl auf das Gel aufgetragen. Die Elektophoeskdgt

bei 250V und 100 mA, bis die Blaufront 17cm weitwgedert ist (ca. 3,5h). Nach Beendigung der
Elektrophorese werden die Glasplatten vorsichtigewosander getrennt und das Gel mit einem trockenen,
diunnen Whatman-Papier (GB002) abgezogen, luftbfeesemit einer feuchten Cellophanfolie bedeckt und

drei trockene Whatman-Papiere gelegt. Nach BededksnStapels mit zwei Lagen Whatman-Papier trocknet
man das Gel fir 2h bei 80°C unter Vakuum. In eiRétgenfilmkassette wird das Gel fur mindestens zwei
Stunden mit einem Phosphorimager-Screen bedeckanschlieRend am Phosphorimager (Molecular dynamics
Typhoon 9200, Amersham)ausgewertet (siehe C.23).

C.22 "run off" in vitro Transkription

In dieser Arbeit wurde die "run offih vitro Transkription eingesetzt, um die Aktivitat einedeo mehrerer
Promotoren unter kontrollierten, zellfreien Bedingan zu untersuchen.

Dazu wurde zunéachst die jeweilige Promotorregiottetsi PCR amplifiziert und in das Plasmid pUC18nidot.
Nach Amplifikation des Plasmids i&scherichia coliDH5a und folgender Isolierung, wurde das Plasmid
stromabwarts des Promotors mit einem Restriktiong@ngeschnitten und somit linearisiert. Das lingarie
Plasmid wurde dann als Template in gtevitro Transkription eingesetzt.

In der in vitro Transkription selbst wurden Template, Transkrimfaktoren und RNA-Polymerase in
Anwesenheit eines radioaktiven Nukleotids inkubiddte entstehenden Transkripte wurden dann in einer
Harnstoff-PAGE aufgetrennt und radiometrisch mifédvon Rontgenfilm bzw. eineStorage Phosphor Screen
(Amersham Biosciences bzw. Molecular Dynamics)sstfand anschlie3end quantifiziert.
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C.22.1 6% Polyacrylamid-/ 8M Harnstoffgel

Das Harnstoffgel kann ohne weiteres einen Tag gores Verwendung hergestellt werden. Man solltelamn
feucht eingepackt bei Raumtemperatur aufbewahren, sowohl ein Austrocknen des Gels als auch
Auskristallisieren des Harnstoffs zu vermeiden.

(o[ Menge fir 50 ml
Harnstoff/Urea (60,06 g/mol) 8 M 24 g
(Bis-)Acrylamid-Lsg. (30%, 0,8% Bisacrylamid) 20% (v/iv) 10 ml
10x TBE 10% (v/iv) 5ml
10% Ammoniumperoxidisulfat 0,5% (viv) 250 pl

Mit dH,O auf Endvolumen aufflllen und ruhren, bis Harrfsgetost ist. Dann Polymerisation starten mit:

TEMED 0,09% (v/v) 45 pl

C.22.2 Reagenzien

Samtliche Reagenzien werden frei von RNAsen gemaizv. mit DEPC behandelt, wenn mdglich (siehe
C.17.1).

C.22.2.1 Nukleotide, Nukleotid-Mix

Nukleotide (Roche, 100 mM) werden als Nukleotid-NtixDEPC-behandeltem dB auf eine Konzentration
von jeweils 3 mM verdinnt.

Bei Versuchen mit einem radioaktiv markierten Nokie, wird dieses entsprechende Nukleotid im Nutitko
Mix weggelassen und separat eine 750 pM Verdundesginmarkierten Nukleotids hergestellt.

Beispiel: bei Markierung mito[-*P]-CTP benétigt man einen Nukleotid-Mix mit ATP, BTind UTP (jeweils 3
mM) und separat 750 pM CTP.

C.22.2.2 Weitere Losungen

* 100 mM KPQO,

« 1 M DTT (Dithiothreitol); DTT ist in wassriger Losg bei Raumtemperatur instabil, wird deshalb
aliquotiert und bei -20 °C gelagert

« Heparinldsung (6 g/l, Kaliumheparinsulfat (Fluka, 9005-48-5)§lagert bei -20 °C

C.22.2.3 2 xMaster-Mix fiir /n vitro Transkription

Cn Cmiv Menge fur 10 ml

1 M Tris/Cl, pH 8,0 100 mM 10% (v/v) 1ml

100 mM Na-EDTA 11,4 mM 1,14% (viv) 114 ul

1 M MgCl, 32mM 3,2% (vIv) 320 pl

100 mM K3PO, 3,2mM 3,2% (viv) 320 pl
Glycerol 20% (viv) 2ml

BSA 1g/ 10 mg

1MDTT 1 mM 0,1% (v/v) 10 pl

DTT ist in wassriger Lésung bei Raumtemperaturaibist Deshalb sollte der Master-Mix in kleinen Aliafs bei
-20 °C gelagert werden.

C.22.2.4 Stopp-Puffer fiir in vitro Transkription

Cn Cm Menge fur 50 ml
Harnstoff/Urea (60,06 g/mol) 10 M 601 g/l 3049
Bromphenolblau 0,02% (wiv) 10 mg
Xylencyanol 0,02% (wiv) 10 mg

C.22.3 /n vitro Transkriptionsansatz
Die in vitro Transkription wurde auf Eis angesetzt.
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C.22.3.1 Vormix

Der Vormix wurde fir mehrere Ansatze mit gleicherarRotor und radioaktivem Nukleotid in entsprechend
vielfacher Menge angemischt.

1 x Mix 18 x Mix
2 X MasterMix 5,7 ul 102,6 pul
50 % Glycerin 4 pl 72 ul
0,1 MDTT 0,088 ul 1,6 pl
0,1 M EDTA 0,088 pl 1,6 pl
RNAse Inhibitor 0,5 ul 9 ul
Nukleotidmix (je 3 mM) 1,5 ul 27 pl
Promotor-DNA (375 ng/ul) 2 pl 36 pl
dH,O ad 18,5 pl ad 333 pl

Der Vormix wurde aliquotiert und die zu testendearEkriptionsfaktoren in entsprechender Konzemmnati
hinzugegeben.
einfacher Ansatz
Vormix 18,5 ul
dH,0 bzw. Verdinnung eines Faktors 3l

C.22.3.2 Durchfiihrung

Nachdem alle Proben und der Mastermix in die Camreilt sind, werden in jeden Ansatz 2 pl der RNA-
Polymerase-Verdinnung (12 bis 24 nM) hinzugegeben.

Nach etwa 5 min Inkubation bei RT werden in jedems#z 0,5 pl radioaktives{*P]-NTP (5 pCi, 3000
Ci/mmol) pipettiert und die Anséatze bei 37 °C fumtn inkubiert. Daraufhin werden 3 pl Heparinlosybgg/l)
hinzugefiigt, um freie RNA-Polymerase zu binden, diel Proben fur weitere 10 min bei 37 °C inkubiert
Danach werden jeweils 0,5 pl des im Unterschusmdiiéfhen unmarkierten NTPs (0,75 mM) hinzu pipestii
um die Polymerisation zu erleichtern und zu besofigen. Die Reaktion wird nach 5 min durch Zugaba v
jeweils 40 ul Stopp-Puffer beendet.

Je 14 ul der fertigen Proben werden auf ein Haffggb(siehe C.22.1) aufgetragen und die Transérffit etwa
1,5 h bei 1500 V separiert. Nach Beendigung dektElphorese werden die Glasplatten vorsichtig vioaeder
getrennt und das Gel mit einem trockenen, diinneatkVén-Papier (GB002) abgezogen, luftblasenfreiemitr
feuchten Cellophanfolie bedeckt und auf drei troek@/hatman-Papiere gelegt. Nach Bedecken des Stanitel
zwei Lagen Whatman-Papier trocknet man das GeRliiibei 80°C unter Vakuum. In einer Rotgenfilmkateset
wird das Gel fur mindestens zwei Stunden mit eirfeinosphorimager-Screen bedeckt und anschlieRend am
Phosphorimager (Molecular dynamics Typhoon 9200eismam)ausgewertet (siehe C.23).

C.23 Optische Quantifizierung von Produktmengen

C.23.1 Digitale Bildvermessung mit ImageMaster™ Total Lab

Programme wie ImageQuant™ von Molecular Dynamiay dshageMaster™ Total Lab von Amersham kénnen
verwendet werden, um digitale Aufnahmen von GelMrestern Blots, etc. hinsichtlich der detektierten
Produktmengen zu vermessen. Hierbei integriertSditware die (Helligkeits-)Werte von Graustufenbiid in
einem ausgewahlten Bildausschnitt und gibt derchneten Wert als so genanntes "Volumen" wieder.
Voraussetzung fir eine korrekte Messung, aus der di@ Produktmenge ablesen kann, ist, dass in allen
Schritten eine lineare Ubertragbarkeit der Messavgeigeben ist. Als Beispiel sei die Messung eiestilnmten
Proteinmenge auf einem Western Blot genannt. Eifeecine Menge an Protein muss zu einer ebenfal&chein
Dekoration mit Antikérpern fihren, diese wiederurn einer n-fach starkeren Lumineszenz durch die
Peroxidase-katalysierte ECL, diese zu einer n-faddelichtung des Rontgenfilms und schlussendliclssrin

der digitalen Version die n-fach dunklere Bandehndem Einscannen auch als n-fach dunklerer Cluster
Pixeln wiedergegeben werden. Es gibt also eine eReiin Zwischenschritten, bei denen diese Linearitat
verloren gehen kann (Uberséttigung mit Antikérpétherbelichtung des Réntgenfilms, falsche Paranietan
Scannen, Gamma-Korrektur und unproportionale Vexamyen der Helligkeit des digitalen Bildes).

In dieser Arbeit wurden mit ImageMaster™ Total hadowiegend Bilder ausgewertet, die durch die Bédtrag
eines Storage Phosphor Screen und anschlieBendann8teinem Typhoon™ 9200 gewonnen wurden. Eine
digitale Nachbearbeitung der Bilder fand vor desiessung der Banden nicht statt.

Fir jede vermessene Bande eines Gels wurden Rkehtai identischen Dimensionen als Messbereich
verwendet.
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C.23.2 Storage Phosphor Screen

Ein Storage Phosphor Screen besteht aus einerh®afio radiosensitiven Phosphorkristallen, die einer
Polyesterplatte aufgezogen sind. Er speichert Bmergn Betateilchen, Réntgen- und Gammastrahlen und
bendtigt 2- bis 10-fach geringere Expositionszeitds konventionelle Rontgenfilme. Nach Stimulatiwoit
einem Laser wird eine Lichtmenge emittiert, die @mem weiten Bereich proportional zur Menge der
gespeicherten Energie und damit auch der Radidgitister untersuchten Probe ist. Der Screen kamohdu
starke Lichtbestrahlung geléscht und danach wiedervendet werden.

Nach der Exposition wurde der Screen von einem i&rafi yphoon™ 9200, Molecular Dynamics) eingelesen
und das entstehende Bild in Dateiform abgespeichbet Screen wurde danach im Image Eraser (Molecula
Dynamics) fir 10-20 min geléscht.
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D Ergebnisse

Der globale Regulator der listeriellen VirulenzgeR&A, wurde in vielen Studien untersucht,
jedoch ohne einen eindeutigen Hinweis darauf zualemh, wie die Aktivitdt dieses
Transkriptionsaktivators reguliert wird. VerschiedeUntersuchungen weisen darauf hin,
dass die Art der Kohlenstoffquelle und der Mechawmis der Zuckeraufnahme eine Rolle in
der Modulation der PrfA-Aktivitat spielen konntekldrr et al, 2006; Mertinset al, 2007,
Milenbachset al, 1997). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die Ré&gual von PrfA durch
verschiedene Zucker nicht auf transkriptionelleeberfolgt (Gilbretlet al, 2004).

PrfA wird von dem ersten Gen des VirulenzgenclsstdPI-1 kodiert und kontrolliert seine
eigene Transkription, sowie der funf Virulenzgenaarhalb dieses Genclusters und einiger
aul3erhalb liegender Virulenzgene. Ein LIPI-1-&Hre& Virulenzgencluster findet sich ebenso
in L. ivanoviiundL. seeligeri(Kreft et al, 2002), und enthalt aughfA. Diese PrfA-Proteine
weisen eine hohe Homologie zu dem PrfA-Protein lausionocytogeneauf (Glaseret al,
2001).

In dieser Dissertation wurde zunachst untersuclg,weit sich die verschiedenen PrfAs der
drei Stamme.. monocytogened.. ivanoviiundL. seeligeriin ihren Bindungseigenschaften
an die PrfA-abhangigemly- undactA-Promotoren der dréiisteria-Spezies unterscheiden.

D.1 Bindungsstudien an listeriellen Promotoren

PrfA, der Hauptregulator der Virulenzgene in Liggarist unerlasslich fur eine erfolgreiche
Pathogenese des Tier- und Humanpathogiemsonocytogenesowie des Tierpathogehs
ivanovii. Man findet PrfA aber auch in der nicht pathogeSpezied.. seeligeriDie Spezies-
spezifischen Unterschiede zwischen den PrfAs darldsterien-Stamme bei der Bindung an
Promotorbereiche PrfA-abhéngiger Gene wurden mitt@elretardationsexperimenten
untersucht und aufgezeigt.

PCR. kloniert

t

PrfA Box

DNA-Markierung
mit *°P-[y]-ATP

PrfA \
PrfA A".A

+ gereinigtes PrfA + teilweise gereinigte
PrfA Box Protein PrfA B ox RNAP PrfA Box

+ teilweise gereinigt;
RNAP

P

PrfA B ox
Cll

Abbildung 18 Schematische Darstellung eines EMSA — Gezeigt diadkomponenten der gebildeten ClI-, ClI
und CllI-Komplexe.
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In Gelretardationsexperimenten (auch electrophoratobility shift assay, kurz EMSA

genannt) wird eine radioaktiv markierte Sonde, @lie bestimmtes Protein-Bindungsmotiv
aufweist, mit Zellextrakten oder gereinigtem Prot@ikubiert und anschlieRend in einem
nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Da die Bilgueines Protein-DNA-Komplexes die
Gelmobilitst des DNA-Fragments verlangsamt, kaneseli elektrophoretisch von der
ungebundenen Sonde abgetrennt werden. Die in EM&8A&rGNIit PrfA mit und ohne RNA-

Polymerase zu sehenden Banden werden als Cl-u@dl-Clll-Komplexe bezeichnet (siehe
Abbildung 18). Der Cl-Komplex besteht aus der RNé\yherase (RNAP), der radioaktiv
markierten PrfA-abhéngigen Sonde und PrfA. Diesemidlex ist der gréf3te und wandert am
langsamsten im Gel. Etwas schneller ist der kleinéH-Komplex, der aus an die Sonde
gebundener RNAP besteht. Der Clll-Komplex aus Pg#bunden an die Sonde ist am
kleinsten und wandert daher am weitesten (Bocknearah, 2000; Dickneiteet al, 1998).

Mit derartigen EMSAs wurde die Interaktion von nf&g, m-PrfA*, (nt = not tagged, da
diese Proteine keinen His-Tag besitzen), m-PrfA omBrfA* ausL. monocytogenes-PrfA
ausL. ivanovii s-PrfA ausL. seeligeriund dem Hybrid sm-PrfA mit derh- und RactA-
Promotorregion aus allen drei Stammen untersuclé. Broteine wurden von Norman
Mauder, Stefanie Muller-Altrock, Marcus Rauch uregie Bockmann isoliert (C.6).

Die verschiedenen PrfA-Proteine weisen eine 97,8%gnlichkeit auf und sind in ihrer
Proteinsequenz zu 64,6% identisch (Abbildung 1%s Ronstitutiv aktive m-PrfA* hat eine
Aminosauresubstitution an der Stelle 145 (G145%)cime dazu fuhrt, dass m-PrfA* nicht
von aulReren Faktoren beeinflusst wird und dauesdhdift ist.

1 80
7SI VA A= K LET N G IK PO BK KER FNQWD PQE YO IFEY DQIKL TSISENGIMINLQY YKGAYIMSGEID T ESY
NN AC A FKAGLE TN GIK PR KK FNQWDPQEWE YD GIAKLTNISENGEIMNLQY YKGARIMS ID TekzL
SN VS AED FH=Y | ESNG I8P KR oK KEaIF EQVEPNE Y CIFL FEGYAKLTSISEEGR INLQYYKGAEIMIGEIDTEKS
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MRS NIG Y Y NLE VI SEQATAYY KN KE LIISKNETRIF YWEOT LOKQVSYSLAKFNDESGKI GSICGQLLILT YVY{ETRH
E7 NI G Y Y NLE VI ZQATAYARKISDLKNLVSERRTOL FYIIQ AL QKQVSYSLAKFNDISIGKL GSICGRLLILT YVY GG
NN G Y YN E Y SEQ/ZAYRIKISDL KELVSKDLEOL FYIE BTLQKQVSYSLAKFNDEBIGHGSICGELIL BYVYGEETN

161 @ 237
TN G K I TLDNL TMQELGY SSGIAHSSAVSRIISKLKQEK Y KNS YWONED Y L[ZAPKI DEWFY LAGNI KN
EN7 NG KT ALDNLTMQELG YSSGIASSAVSRIISKLKEEKVIEYKG S YMONEDYLKKIAPKLDEWFYLASBVI=KEN
N NG Kl XL TMOELESSGIAHSSAVSRIISKLKORVIEYK B Y ANIY Y LKKIAPKIDEWFYLARDSVIBKEN

m-PrfA vs. i-PrfA: 86,1% Ahnlichkeit, 78,1% Identit at
m-PrfA vs. s-PrfA: 83,5% Ahnlichkeit, 73,8% Identit at
i-PrfA vs. s-PrfA: 82,3% Ahnlichkeit, 72,6% |dentit at

Abbildung 19 ClustalW Analyse der PrfA-Proteine vdn monocytogene@n-PrfA), L. ivanovii (i-PrfA)
und L. seeligeri(s-PrfA). Die drei Proteine zeigen zusammen 97 ABfilichkeit (bei Verwendung der
Matrix BLOSUM 62) und 64,6% Identitat. Paarweise niithkeiten und Identitaten sind unter dem
Alignment angegeben. Mutationen, die zu einer Ednghder Aktivitat von m-PrfA fiihren, sind durch
Pfeile gekennzeichnet (nach N. Mauder).

D.1.1 Herstellung der DNA-Sonden fiir EMSA

Die PrfA-abhangigen Promotoren vdiy teilen sich in allen drei untersuchtémsteria-

Speziesl(. monocytogenes. ivanoviiundL. seeliger) eine gemeinsame perfekte PrfA-Box

(siehe Abbildung 20). Die PrfA-Box imctA Promotorbereich der drei Stdmme unterscheidet

sich um 1 bis 2 Basen von der KonsensussequenzdigRrfA-Bindeeigenschaften dieser

PrfA-Boxen im Electrophoretic mobility shift ass@gMSA) untersuchen zu kdénnen wurde
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zunachst die DNA der kompletten Promotorbereichesali Gene mit den unt«C.5.1
angegebenen Oligonukleotiden vervielfaltigt. Dalvar es wichtig den ganzen Promotor

Phly PactA
mono T mono CGATGCGARAARAGCGCTTCAACAAGCAGCGARAGATTTATATGGTGARGATGCTTCTAA 60
ivan ivan
seel seel
mono mono 0
Lvan ivan AAAAGTAG GCATGGGAAGAAGTTGGCGTTAGATAAGGGATGTCCTCCAAGTCARA 100
seel seel GAARATTGCCGAAGCATGGCTCGGTGTAGGTATTTCTTAAATCTAAATAACARATGTTCA 98
KEr ok ok kREAE KAk Rk kR Kk k%
T PriZ box -10 box
i mono GRARRATTAATTCTCCARGTGATATICTTARAATAATTCATGA 158
seel ivan [
seel T
mono
an mono ATATTTTT------- TCTTATATTAGCTAATTAAGAAGATAACTAACTGCTAATCCAATT 211
seel ivan AT-TGTTT CCTAR ARTAGGGAGG----=-=========-=--= TT 190
seel ATTTGTTARAARATGTAATARRT TATCTAATATGGAATTCCTAGGGAGGTTATATTTTTA 218
. PR . *
mono
g;zﬁ mono TTTAACGGA--ACAAATTAGTGA-AAATGAAGGCC-GAATTTTCC-TTGTTCTARARAGG 266
ivan TTAACAAG, CAARAACTC GAATTGTATACTGT 2
seel TRARACGCATGGTTAATARATATTARATTAA '
. x ax x % wx N
start
mono TTG-TATTAGCGT----ATCACGAGGAGGGAGTATAA 301
ivan --G-TATT ----ATGGCGAGGAGG-AGTARARANGIE- - -—----—--------~ 278
seel TAGATTTTAGGGCCCTGATTTCTATTAACTAAATARAGTGTTTATAAGAATTGCAATGAR 338
R —- ko okox % % ¥
T T B
ivan -
seel GTTAAAGATTCTARATAATCTTACAAGGAGGCGCTAARENE 379

Abbildung 20 ClustalW Alignment dehly und actA Promoter Regionen voh. monocytogen: (mono),L.
ivanovii (ivan) andL. seeligeri(seel). Die PrfA Box, die10 Box, der Translationsstartpunkt und identis
Basenpaare in allen drei Sequenzen (*) sind mariaech N. Mauder

klonieren, da die Ausbildung eines -Komplexes den vollstandigen Promotorbere
erfordert und auch der CIHomplex wesentlich effizienter gebildet wi(Dickneite et al,
1998). _

Abbildung 21 zeigt die Produkte de ,, M 12 3 4 5 6 ététg'_d;r’;%ukte Zjer
PCRReaktionen. Das 121 bp gro Sonden fir 1) m-
Genprodukt der Oligonukleotide Bl Phly, 2) m-RactA
und BM2, der Promotorbereich dhly 3) i-Phly, 4) i-
Gens in L. monocytogenegm-Phly) Eﬁgt'g) ? hslia,fﬂti'?
und der 112 bp groBe -PactA 100 50 bp Marker
Promotorbereich  (Genprodukt ¢ aufgetragen
Oligonukleotide CD1 und CD2

Mittels LivHIyl und 2 konnte der 131 bp grofhly-Promotorbereich vorL. ivanovii
produziert werden und der 108 t-PactA-Promotorbereich mit LivActAl und 2. Fur d
127 bp grof3emly- und den 108 bp langeactA-Promotorbereich voh. seeliger wurden die
Oligonukleotide LSHIy1 und 2 sowie LSACctA 1 und @rwendet. Die PC-Produkte wurden
anschliel3end aufgereinigt und fir die EMSAS einte:

D.1.2 Bindungsaffinitat der verschiedenen PrfA-Proteine an
den Aly-Promotor von L. monocytogenes

In Gelretardationsexperimen mit 5 nM Promotor-DNA wurde diBindung verschieden
Hiss-markierter aufgereinigt PrfA-Proteine an denhly Promotor von Listeria
monocytogene@n-Phly) untersuchtWie in Abbildung 22 A bis Qunter¢ Spuren 3, 5, 7, 9
und 11) zu erkennen ist, konnte mit den Protei-PrfA und m-PrfA* eine eindeutige CI-
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Komplexbildung erreicht werden, wobei die Sattiguleg Komplexbildung an 5 nM DNA fur
I-PrfA mit 60 nM und fir m-PrfA* mit 18 nM erreichwurde. Im Vergleich dazu hat m-PrfA
eine eindeutig schwachere Bindungsaffinitat an mefhly Promotor und bildet erst mit 230
nM Protein einen gesattigten Komplex aus (Abbild@2y. Keinerlei CllI-Komplex konnte
mit s-PrfA gezeigt werden, selbst mit einer Koneatwnserhéhung auf 3,5 uM (Abbildung
22).

Durch die Zugabe von 1,5 nM RNA-Polymerase (RNABhrite parallel zu den CIll-
Komplexen die Ausbildung von CI- und Cll-Komplexamtersucht werden. Mit 1,5 nM
RNAP wurde die Sattigung des Cl-Komplexes aushiy-BNA, PrfA-Protein und RNAP mit
60 nM i-PrfA, 6 nM m-PrfA* und 230 nM m-PrfA erréit (Abbildung 22 obere Spuren 4, 6,
8, 10 und 12), also bei fast der gleichen Konzé&otravie fur den Clll-Komplex. Es konnte
besonders fur m-PrfA beobachtet werden, dass Karaegmen von Proteinen uber der
Sattigungsgrenze wieder zu einer verringerten Kesipldung fihren.

Fur s-PrfA (Abbildung 22) konnte auch mit erhohtéenge an Protein keine Bande gezeigt
werden, die in ihrem Laufverhalten im Gel von des dCll-Komplexes abwich. Da sich
jedoch die Intensitat dieser Bande mit zunehmenmdenge an s-PrfA verstarkte, wurde
davon ausgegangen, dass s-PrfA in diesem Komptegriert ist. Nun wurden Supershift-
Experimente durchgefuhrt, bei denen zum Ansatz iggter Antikbrper gegen PrfA
zugegeben wurde. Der Antikérper bindet an PrfA wmdandert das Laufverhalten des
Komplexes im Gel, wenn PrfA an die DNA gebundenlistAbbildung 22 E ist nach Zugabe
des Antikorpers eine in ihrem Laufverhalten verkargte Bande erkennbar. Aus diesen
Daten lasst sich schlie3en, dass mit 3,5 uM s-Brf& Sattigung des Cl-Komplexes erreicht
ist. Ein mit m-PrfA und s-PrfA im Vergleich durcHgartes Supershift-Experiment
(Abbildung 22 F) konnte zeigen, dass die Super&afide von s-PrfA viel schneller im Gel
wandert, als jene von m-PrfA.
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Abbildung 22 Bestimmung der Bindungsaffinitét der PrfA-Proteinait und ohne Zugabe von RNA-Polymerase
(RNAP)) an den PrfA-abhangigen n? Promotor mittels Electrophoretic Mobility Shift say (EMSA). Der
EMSA wurde durchgefiihrt mit unterschiedlichen Kamtzationen an aufgereinigtem PrfA alusivanovii (i-PrfA),

L. monocytogene@n-PrfA, m-PrfA*) undL. seeligeri(s-PrfA), 5 nMhly Promotor DNA au&. monocytogeneasnd
1,5 nM RNAP. CI (Komplex aus DNA, RNAP und PrfA)ll@Komplex aus DNA und RNAP) und Clll (Komplex
aus DNA und PrfA) wurden mit dem ImageMaStefotal Lab (Amersham) quantifiziert und in den Gkah auf
der rechten Seite angegeben. In Spur zwei ist jsveéne Kontrolle aus DNA und RNAP zu sehen, detéh
Bandenstéarke als 1 gesetzt wurde, um alle andemrteMdarauf zu normalisieren.
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D.1.3 Auswirkung der verwendeten RNAP-Konzentration

Um festzustellen, ob die bisher verwendete RNAP#€oration von 1,5 nM schon in der
Sattigung liegt, wurden Gelretardationsexperimemta, zunehmender Konzentration an
RNAP und konstanter Menge der PrfA-Proteine durfiligé Es wurden 230 nM m-PrfA,
3,5 UM s-PrfA, 6 nM m-PrfA* und 60 nM i-PrfA verwdet, da diese die vorher gezeigten
Sattigungsmengen fur die Ausbildung des Cl-Kompderarstellen (siehe E.1.1). Wie in
Abbildung 23 zu sehen, wird mit den verwendeterARtiengen und geringerer RNAP-
Konzentration als 1,5 nM die DNA vollstandig in emCI-Komplex geshiftet, das heil3t es ist
kein Cll-Komplex mehr erkennbar. Eine erhfhte RNRéhizentration von 3 nM zeigt einen
kaum verstarkten Cl-Komplex, aber teilweise werddirKomplexe wieder sichtbar, was
zeigt, dass die verwendete RNAP-Konzentration mgheSattigung liegt.

In Abbildung 23 ist zu sehen, dass immer grof3e Meng-PrfA* und i-PrfA direkt an die
DNA gebunden sind (Clll-Komplex) und diese auch &iohter Menge an RNAP nicht in
den Cl-Komplex gebunden werden. Mit m-PrfA und atiem s-PrfA scheint das Gegenteil
der Fall zu sein. Der Cl-Komplex wird bevorzugt daét und es ist sogar bei m-PrfA-
Konzentrationen, die noch keinen CllI-Komplex zeigein Cl-Komplex detektierbar. Mit s-
PrfA ist unter allen Bedingungen kein ClllI-Komplex erkennen.

m-PrfA s-PrfA m-PrfA* i-PrfA

L — S | e — — — - a——  C|
cll - Cll

5 35 35 PfA[nPM] 0 0 6 8 6 6 6 60 60 60 60 60
15 3 RNAP[PM] 0 15 0 038 07515 3 0 038 0.75 15 3

clll - - - -m-- clil

PrfA [uM] 0 0 0230230230230
RNAP[PM] 0 15 0 0.38 0.75 1.5

Abbildung 23 Bestimmung der optimalen RNA-Polymerase (RNAP) aniration fur Bindungsstudien im
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) am PHabhangigen miy Promotor aud.. monocytogenes
Der EMSA wurde durchgefiihrt mit konstanten Konzatidnen an aufgereinigtem PrfA aus ivanovii (i-
PrfA), L. monocytogeneg¢m-PrfA, m-PrfA*) und L. seeligeri (s-PrfA), 5 nM hly Promotor DNA ausl.
monocytogenesnd variablen Mengen RNAP.

D.1.4 Die Auswirkung der N-terminalen Hisg-Markierung von
PrfA auf die Bindungsaffinitat an PrfA-abhangige
Promotoren

In weiteren EMSASs wurde ein mdglicher Einfluss éss-Markierung am N-Terminus der
aufgereinigten Proteine auf die Bindungsaffinitateusucht. Dazu wurden die schon vorher
verwendeten Hismarkierten m-PrfA und m-PrfA*, sowie die ohne Kiarkierung
isolierten Proteine m-Prif und m-PrfA%; am m-mly und m-RctA Promotor vonL.
monocytogeneauf ihre Fahigkeit zur Bindung an die DNA vergkeh Wie schon zuvor
beschrieben wurden wieder 5 nM DNA und 1,5 nM RN##twendet. Die eingesetzte
Konzentration an PrfA lag mit 230 nM fur m-PrfA uma-PrfA,; und 12 nM fur m-PrfA*
sowie m-PrfA%; nahe der Sattigungskonzentration der gHigrkierten Proteine (siehe
Abbildung 22).

Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, zeigen m-PrfA unePrfA* eine hohere Effizienz ClllI-
Komplexe zu bilden als die nicht markierten m-PrfAfnd m-PrfA:. Besonders auffallig ist
die fast zehnmal hoéhere Bindungsaffinitat von mAPrim Vergleich zu m-PrfA%; an m-
Phly. Mit den eingesetzten PrfA-Mengen konnte an mhRind m-RctA fur m-PrfA nur eine
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schwache CllI-Bande und fur m-PrfAgar kein Clll-Komplex detektiert werden. Besonders
schwach waren in allen Fallen die Bindungen an deRactA Promotor, welcher im
Gegensatz zum perfekten P einen Basenaustausch in der Konsensussequenzfder P
Box besitzt.

Interessanterweise zeigt die N-terminalegHiarkierung von PrfA keine zur starken CllI-
Komplexbildung korrespondierende CI-Bildung. Wieden CIl-Banden zu sehen ist, betragt
der Unterschied zwischen den pmarkierten und den korrespondierenden unmarkierten
PrfA-Proteinen hochstens Faktor zwei.

felll]
Phly cl ci m-PrfA  m-PrfA*  m-PdA, m-PrA*,
n 8

4 * -
m-PfA  m-PfA*  m-PrA,  m-PrAA’, PP P Pl 4

— —_ p— — cl 3
Cll

PrfA[nM] O 0 230 230 12 12 230 230 12 12 2

e S - T
-— 1 1
- J_ [ O
1] 0+
230 12 230 12 230 12 23012 [M]PrfA 230 230 12 12 230 230 12 12
+ ¥ F & + + + + RNAP - + -+ - + -+
PactA
cl ci clil
ko L L L O 21 P PP, P, P P PPy 2] mPiA mPriA* m-PrA, m-PriA",

_— - e - Cl

cl

—
1
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RNAP - + - + # - + - +
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+ + o+ o+ + £ + + RNAP - +

Abbildung 24 Bestimmung der Bindungsaffinitéat von PrfA Proteiren den PrfA-abhangigen nidy und
m-PactA Promotor mittels Electrophoretic Mobility Shift say (EMSA). Der EMSA wurde durchgefihrt mit
unterschiedlichen Konzentrationen an aufgereinigefA ausL. monocytogenemit (m-PrfA, m-PrfA*) und
ohne Hig-Markierung (m-PrfA, m-PrfA*.) im N-Terminus, 5 nivhly Promotor DNA au$. monocytogenes
und 1,5 nM RNAP. Der CI (Komplex aus DNA, RNAP uRdA), Cll (Komplex aus DNA und RNAP) und
ClIl (Komplex aus DNA und PrfA) wurden mit dem Imetdastef Total Lab (Amersham) quantifiziert und
in den Grafiken auf der rechten Seite angegebe8pur zwei ist jeweils eine Kontrolle aus DNA unb AP
zu sehen, deren ClI-Bandenstarke als 1 gesetzteywurd alle anderen Werte darauf zu normalisieren.

D.1.5 Bindung von m-PrfA, m-PrfA*, i-PrfA und s-PrfA an die
hly- und actA- Promotoren von L. monocytogenes, L.
ivanovii and L. seeligeri

In Abbildung 20 ist zu erkennen, dass signifikaldtgerschiede in der Promotorsequenz der
actA- undhly- Gene der drei Listerien-Spezies existieren. Dahede getestet, ob die PrfA-
Proteine vorL. monocytogenes. ivanoviiundL. seeligeribesser an ihre spezifischen PrfA-
Promotoren adaptiert sind als an die der anderegzi&p Dazu wurden die in D.1.2
ermittelten optimalen Konzentrationen der PrfA-EBno¢, 1,5 nM RNAP und je 5 nM DNA
verwendet. Die Promotor-DNAs wurden wie folgt beheiet: m-mly, i-Phly, s-Fhly und m-
PactA i-PactA s-RactA

Abbildung 25 zeigt, dass die Bindungseffizienz denschiedenen PrfA-Proteine, zu erkennen
an der Starke des gebildeten Clll-Komplexes, aenakechs Promotoren ahnlich stark
erscheint. Die Bindung von i-PrfA und m-PrfA* igneeffizientesten, und die Bindung von i-
PrfA fast gleich stark wie die von m-PrfA*. Auffél ist, dass bei der verwendeten hohen
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Konzentration von s-PrfA (und manchmal auch beirfAPund m-PrfA*) an einigen
Promotoren ein im Gel langsamer wandernder Kompksobachtet werden konnte, der als
Cllla bezeichnet wurde. Ebenso wandert der CllI-igtex von i-PrfA an allen Promotoren
etwas langsamer im Gel als die von m-PrfA und nAPrf

An allen sechse:Rromotorfragmenten konnte gezeigdeve dass die beobachteten CI-
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o
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Abbildung 25 Bestimmung der Bindungsaffinitdt der PrfA-Proteiae die PrfA-abhangigehly und actA
Promotoren vorlL. monocytogened.. ivanovii und L. seeligeri mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA). Der EMSA wurde durchgefuhrt mit aufgereteign PrfA aud.. monocytogene@30 nM m-PrfA, 12 nM
m-PrfA*), L. seeligeri(3,5 pM s-PrfA) und_. ivanovii (60 nM i-PrfA), 5 nM Promotor DNA und 1,5 nM RNAP.
Cl (Komplex aus DNA, RNAP und PrfA), Cll (Komplexiss DNA und RNAP) und CIII (Komplex aus DNA und
PrfA) wurden mit dem ImageMast&r Total Lab (Amersham) quantifiziert und in den Gkah auf der rechten
Seite angegeben. In Spur zwei ist jeweils eine Kdietaus DNA und RNAP zu sehen, deren ClI-Bandikst
als 1 gesetzt wurde, um alle anderen Werte datanbemalisieren.

86



Ergebnisse

wobei die starken Unterschiede in der eingese®teteinmenge zu beachten sind. Vor allem
s-PrfA bildet mit einer fast 15 fach erhdht eingetsn PrfA-Menge nur einen genauso guten
Cl-Komplex wie m-PrfA.

D.1.6 Untersuchung der Bindungseigenschaften des Hybrids
sm-PrfA

Der grofRe Unterschied der Bindungsaffinitat vonrfg&sPzu m-PrfA koénnte auf einen
Aminsosaureaustausch im C-Terminus (AS 200-237)s#mfA zuriickzufluhren sein, da in
der restlichen Proteinsequenz nur vereinzelt Udeesle zu der Aminosauresequnz von m-
PrfA und i-PrfA zu finden sind (siehe ClustalW Afignent in Abbildung 19). Zudem wurde
die C-terminale Region von PrfA schon friher algideh fur die Funktion von PrfA
beschrieben (Herleet al, 2001). Um herauszufinden, ob diese 38 Aminosadiiendie
verringerte Bindung von s-PrfA an PrfA-abhangigeorRotor-DNA verantwortlich sind,
wurde von Norman Mauder ein hybrides Protein ai®sf&-und m-PrfA (sm-PrfA) kloniert
und aufgereinigt. Dieses besteht bis auf die 38r@vnhalen Aminosauren aus m-PrfA aus der
Aminosauresequenz von s-PrfA.

In Gelretardationsexperimenten wurde nun die Bigdaffinitdt von m-PrfA, sm-PrfA und s-
PrfA an diehly Promotor DNA vorlL. monocytogenesntersucht. Die Bindung von sm-PrfA
ist fast doppelt so stark, wie die von s-PrfA, @sderfolgt schon eine Cl-Komplexbildung bei
geringerer PrfA-Konzentration. Diese Werte reictayer bei weitem noch nicht an die
Bindungsstarke von m-PrfA heran (Abbildung 26).

m-PrfA sm-PrfA s-PrfA

Cl Cll Cl cll Cl Cll

12 6 60 180 360 12 6 60 180 360 [nM] 01803507 1.4 2.8  0.180.35 0.7 1.4 2.8 [uM] 03507 1.4 24 35 0.350.7 1.4 2.4 35 [uM]

Abbildung 26 Bestimmung der Bindungsaffinitdt verschiedene’AMfoteinen an den PrfA-abhangigaty
Promotor vonL. monocytogenesittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EM$ADer EMSA wurde
durchgefiihrt mit aufgereinigtem PrfA als monocytogened,. seeligeriund dem Hybrid-PrfA, 5 nM
Promotor DNA und 1,5 nM RNAP. CI (Komplex aus DNRNAP und PrfA), Cll (Komplex aus DNA und
RNAP) und ClIl (Komplex aus DNA und PrfA) wurden tmiem ImageMast&f Total Lab (Amersham)
quantifiziert und in den Grafiken angegeben.
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D.2 PrfA-Aktivitiat von Listeria monocytogenes in
verschiedenen Kulturmedien

Wie schon beschrieben, kann die Expression vprfA transkriptionell und
posttranskriptionell reguliert werden (Hamenal, 2006). Zusatzlich haben offensichtlich die
Kulturbedingungen einen Einfluss auf die Aktivitébn PrfA. Eine eher geringe PrfA-
Aktivitat ist im Vollmedium BHI (brain-heart infusn), in tryptic soy broth (TSB) mit
Cellobiose als Hauptkohlenstoffquelle und in defiten Medien in Anwesenheit leicht
fermentierbarer Phosphoenolpyruvat-Phosphotrarsde®gstem (PTS) transportierter Zucker
zu beobachten (Gilbretht al, 2004; Milenbachset al, 1997; Park and Kroll, 1993). In
Anwesenheit der nicht-PTS-abhangigen Kohlenstoffqu&lycerin ist die PrfA-Aktivitat
wesentlich héher (Josepdt al, 2008; Mertinset al, 2007). Wahrend der Replikation in
Saugetier-Wirtszellen wurde ebenfalls eine hoh@-Ritivitat beobachtet (Renzoret al,
1999).

Die Feststellung, dass hoch aktives PrfA* nicht mebn Umweltbedingungen beeinflusst
wird (Mueller and Freitag, 2005; Ripiet al, 1997; Shetron-Ramet al, 2003; Vegeet al,
2004b; Wong and Freitag, 2004) und die hohe strakeuAhnlichkeit von PrfA und Crp aus
E. coli (Lampidis et al, 1994) fuhrten zu der Annahme, dass wildtypiscRef\ von
spezifischen Komponenten aktiviert werden kénntejliéh Crp, das von cAMP aktiviert
wird (Eiting et al, 2005). Die Suche nach einer solchen Komponenkte imonocytogenest
aber bisher ohne Erfolg geblieben.

Andererseits haben die in D.1 gezeigten PrfA-Birgdunund ebenfalls durchgefihitevitro
Transkriptionsstudien (Ecket al, 2006; Lalic-Multhaleret al, 2001; Luoet al, 2004)
gezeigt, dass gereinigtes PrfA fahig ist an PriAdlgige Promotoren zu binden und die
Transkription ohne die Zugabe eines zusatzlichdwoFa fast genauso effizient zu starten wie
gereinigtes PrfA*. Diese Daten und Untersuchungen #rmaloevaet al (2004) lassen
wiederum auf einem vivoauf PrfA negativ einwirkenden Faktor schliel3en.

Um die PrfA-beeinflussenden Kulturbedingungen undomigonenten weiter zu
charakterisieren, wurden der monocytogeneg/ildtyp EGD (tragt eine autoregulierte Kopie
von prfA im Genom) und die dagrfA- bzw. prfA*- Gen auf einem in hoher Kopienzahl
vorliegenden pERL3-Plasmid tragenddA-Deletionsmutante EGAprfA in verschiedenen
Medien untersucht. Die Gen@fA und prfA* werden auf dem Plasmid unter Kontrolle der
beiden konstitutiven Promotoren PprfAl und PprfA2 konstant hohem Niveau exprimiert.
Erwartungsgemald sollte der PrfA*-produzierende $taeine wesentlich hohere PrfA-
Aktivitdt aufzeigen, da die beiden PrfA-produzieten Stamme abhéngig vom
Wachstumsmedium reguliert werden sollten.

D.2.1 Wachstum von L. monocytogenes EGD, EGDAprfApPrfA
und EGDAprfApPrfA* in verschiedenen Kulturmedien

Als Kulturmedien fir die folgenden Versuche wurd@Hll (brain-heart infusion), Luria-
Bertani (LB) und ein definiertes Minimalmedium (MMPremaratneet al, 1991))
ausgewahlt.
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Abbildung 27 bis Abbildung 29 zeigen,
dassL. monocytogeneSGD in BHI gut
wachst, wohingegen ein Wachstum in ¢
LB ohne Zugabe einer §
Kohlenstoffquelle nur bis zu einer
ODegoonm VON 0,6 erfolgt. In einem auf 0.41
Aminosauren basierenden MM ohne 0

0 100 200 300 400 500 600

eine Kohlenstoffquelle konnte kein Zeitin min
. —e—EGD EGD + Glucose
Wachstum detektiert werden (Daten —+— AprfApPIiA —= AprfApPriA+ Glucose
—=— AprfApPrfA* —o— AprfApPrfA*+ Glucose

nicht gezeigt). Abbild 27 Wachst EGD, EGAprfApPrfA und

L . laung acnstum von , MAPPTr un
L. mpnocytogen_eEGD WaCh_St In. BHI EGDAprfApPrfA* in BHI mit und ohne Zugabe von 50mM
(Abbildung 27) in der logarithmischen Glucose

Phase mit einer Generationszeit von 40 > - EGD
min, wobei die Zugabe von je 50 mM

der  Kohlenstoffquellen  Glucose, 1 ——
Mannose, Cellobiose oder Glycerin die ¢, -
Wachstumsgeschwindigkeit nicht
beeinflusst, aber zu einer stationaren® 0-8 -
Phase mit erhéhter OD fihrt.
Abbildung 27 zeigt jeweils nur das
Wachstum der Stamme in BHI und in 0 ' ' '

DGOO

0.4

BHI mit 50mM Glucose, da die 0 100 200 . 300 400 500 600
Zugabe von Mannose, Cellobiose und —+—Glucose Mannose —4—Cellobiose —*—Glycerin —#—LB
Glycerin das gleiche Wachstum 2 EGDAprAPPIA

bewirkt wie Glucose.

Die PrfA (*) Uberexprimierenden
Stamme EGDRprfApPrfA und £1.2
EGDAprfApPrfA* wachsen mit einer dgo
Generationszeit von rund 50 min in ©%8 "
BHI etwas langsamer als der Wildtyp. ,-
EGDAprfApPrfA* weist eine noch
langere Lag-Phase auf als O ' | | ' | |

1.6

EGDAprfApPrfA. Diese Daten 0 100 200 Zeitﬁ?gﬂn 400 >0 600
stimmen mit friheren Ergebnissen —e—Glucose Mannose —— Cellobiose —<Glycerin —=—LB
uberein (Marret al, 2006). 21 EGDAprfApPHA*
1.6 -
Abbildung 28 zeigt, dass das
Wachstum vori.. monocytogendsGD E12
und der beiden PriA(*)- Co;° 08 -
Uberexprimierenden Stamme in LB
ohne zusatzliche Kohlenstoffquelle nie 0.4 -
eine ORoonm vVon 0,6 Uberschreitet.

Die Zelldichte konnte aber durch die 0 100 200 300 400 500 500
Zugabe von 50 mM Glucose, Zeitin min

Mannose. Cellobiose oder Glycerin ——Glucose Mannose ——Cellobiose —<Glycerin —*—LB

. . 2 Abbildung 28 Wachstum von EGD, EGAprfApPrfA und
erhoht ~werden und die StammeEGDAprprPn‘A*in LB mit und ohne Zugabe von 50mM Glucose,

erreichten in der stationaren Phase ein@annose, Cellobiose oder Glycerin
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ODsoonm VONn 1,8, die der stationaren Phase in BHI entspriblur Glycerin konnte als
Kohlenstoffquelle nie zu einer so hohen station&ase fuhren.

Die Generationszeit von EGD in LB ohne Kohlenstoéie liegt bei 70 min. Die Zugabe von
50 mM Glycerin verringert diese auf 50 min und i@ mM Glucose, Mannose oder
Cellobiose repliziert EGD in LB wie in BHI mit eineGenerationszeit von 40 min.
EGDAprfApPrfA hat im Vergleich dazu eine jeweils um 10 miwerlangsamte
Generationszeit, und bei EQPrfApPrfA* erhoht sich die Generationszeit noch mehr.
EGDAprfApPrfA* verdoppelt seine Bakterienzahl in LB ohnehfanstoffquelle in 90 min,
Glycerin verkurzt diese auf rund 80 min, und in akri Zuckern dauert die Verdopplung
etwa 60 min.

Um den Einfluss der schon in den
Medien selbst enthaltenen 27 EGD
Kohlenstoffquellen ~ auszuschlieRen ;|
wurde das Wachstum der drei Stamme
in definiertem Minimalmedium (MM) ;

(Premaratneet al, 1991) untersucht g 4.
(Abbildung 29). In reinem
Minimalmedium (ohne Zugabe einer %4~

1.2 4

Kohlenstoffquelle) ist L. 04 , ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
monocytogenesicht in der Lage zu 13 18 23 28 33 38 43
. - . - Z iti 1
rep“ZIeren (Daten nICht gezelgt)' ——Glucose Mannose elt—IQ—mCIrelllobiose —<—Glycerin
Durch die Zugabe von 50 mM
EGDAprfApPrfA

Glucose, Mannose, Cellobiose oder
Glycerin kann nach einer verlangerten 16 -
Lag-Phase ein gutes Wachstum
beobachtet werden. EGD repliziert
mit den Uber PTS aufgenommenen
Zuckern (Mertins et al, 2007) 04 -
Glucose, Mannose oder Cellobiose als
Kohlenstoffquelle nach etwa 100 min,

1.2
0.8 1

£
c
5]
o
[a]
o

0

15 20 25 30 35 40 45

also einer deutlich langsameren Zeitin min
Generationszeit als in BHI oder LB ——Glucose Mannose —#—Cellobiose = —<Glycerin
Glycerin als einzige Kohlenstoffquelle 27 EGDAprfApPrA*
verlangert die Generationszeit auf 110 16
min.
. . . . . € 4
Verglichen mit dem Wildtyp sind die gl'z
Generationszeiten von o8-
EGDAprfApPrfA und 0a ]
EGDAprfApPrfA* in allen vier '
Kohlenstoffquellen deutlich 0
Ver|angert 18 23 28 33 38 43 48
} T . . . Zeitin min
Die Generationszeiten beider Stamme  ——alucose Mannose ——Cellobiose ~ —<— Glycerin

sind in Glucose-haltigem MM bei Abbildung 29 Wachstum von EGD, EGAprfApPrfA und
etwa 220 min angesiedelt. In Mannos GDAprfApPrfA* in MM mit Zugabe von 50mM Glucose,

v . annose, Cellobiose oder Glyce
bendtigt die Verdopplung rund 200
min, 235 min in Cellobiose, und 210 min mit Glyceails einziger Kohlenstoffquelle.
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Beim Betrachten dieser Generationszeiten und Lagpéth wahrend des Wachstums von
EGD, EGD\prfApPrfA und EGAprfApPrfA* ist immer auch zu beachten, dass die zwei
PrfA(*)-Uberexprimierenden Stdmme zusatzlich uriEeythromycin Druck standen. Dieser
Umstand verringert aber nicht die Wachstumsratsedi&tamme, sondern verlangert nur die
Lag-Phase. Eine EGAprfA Mutante mit dem pERL3-Plasmid unter Erythromycigeioe
weist in BHI dieselbe Wachstumsrate auf wie derdiyp, aber eine um rund 10 min
verlangerte Lag-Phase (Ecke, 2004). Dieser Stamrmdenvin dieser Arbeit ebenfalls auf das
Wachstum in LB und MM untersucht und zeigte einalighe Verzégerung der Lag-Phase
wie in BHI, aber keine verlangsamte Generationggaten nicht gezeigt).

D.2.2 PrfA-Aktivitat von L. monocytogenes EGD,
EGDA prfApPrfA und EGDAprfApPrfA* in BHI Medium

Die PrfA-Aktivitat wurde durch Western Blot Analysamit o-PrfA, a-InlC und a-ActA
Antikdrpern, sowie im Hamolysetest detektiert. Bigngt bei in BHI gewachsenein
monocytogene&GD stark von der PrfA-Menge ab und wird kaum wner zusatzlichen
Kohlenstoffquelle beeinflusst. Wie in Abbildung 86d Abbildung 31 zu sehen ist, wird vom
Wildtyp in BHI nur wenig PrfA produziert. Die Aktitdt des von EGD in BHI produzierten
PrfA’s ist zudem sehr gering, da kein InlC zu diée&n ist, ACtA nur in geringen Mengen
und die hamolytische Aktivitat ist auch sehr geribie Zugabe von Cellobiose ins Medium
reduziert dies noch weiter, wohingegen Glucose, idaa und Glycerin keinen Einfluss auf
die PrfA-Aktivitat haben (Daten in BHI ohne Kohl¢éoBquelle sind nicht gezeigt).

PrfA

s i .G .M .C -Y .G -M -C . Abbildung 30 Nachweis der PrfA-, IniC-
ECD DpriApPriA BpriApPriA* LpriA und ActA-Expression im Western Blot
IniC Der Wildtyp EGD und die PrfA-

w Uberexprimierenden Stamme

EGDAprfApPrfA und EGIAprfApPrfA*
wurden in BHI mit Zugabe von 50 mM
ActA Glucose (G), Mannose (M), Cellobiose
(C) oder Glycerin (Y) bis zu einer
ODsggonmVvon 0,8 gezogen.

Gleiche Mengen Protein (5 pug) wurden
auf ein 12%-iges SDS-Gel aufgetragen
und mit o-PrfA, o-InlC und a-ActA
Antikérpern immungefarbt. Proben von
EGDAprfA gewachsen in BHI mit 50
mM Glucose wurden als
Negativkontrolle aufgetragen.

cC Y G M C Y G M C Y G
EGD AprfApPriA ApriApPrA* AprfA

Abbildung 31 Nachweis der hamolytischen Aktivitat
Der Wildtyp EGD und die PrfA Gberexprimierenden
Stamme EGRprfApPrfA und EGDAprfApPrfA*
wurden in BHI mit Zugabe von 50 mM Glucose (G),
Mannose (M), Cellobiose (C) oder Glycerin (Y) bis
zu einer Olgynm Von 0,8 gezogen. Die hamolytische
Aktivitat wurde mit 50 upl Kulturlberstand bei
ODs43nmgemessen.

Proben von EGBprfA gewachsen in BHI mit 50
TN T Y N G mM Glucose wurden als Negativkontrolle verwendet.

EGD DprfApPrfA AprfApPrfA* DprfA
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Die PrfA Uberexprimierenden Stamme EGDfApPrfA und EGDAprfApPrfA* produzieren
mindestens zehnmal so viel PrfA-Protein wie derdiyp. An den Proteinenmengen der
PrfA-abhangigen GenmlC, hly und actA kann man sehen, dass sich nicht nur die Menge,
sondern auch die PrfA-Aktivitat von EQPrfApPrfA und EGDAprfApPrfA* &hneln.
Interessanterweise verringert die Zugabe von Ciglggb in das Vollmedium BHI im
Gegensatz zum Wiltyp weder die PrfA-Menge, noch diktivitat in beiden
Uberexprimierenden Stammen. Die ActA-Expression WBDAprfApPrfA* in BHI mit
Cellobiose und Glycerin erscheint zwar in dem dstejéen Blot verringert, dieses Ergebnis
ist aber auf Blots anderer Experimente nicht erkannund somit ein experimentelles
Artefakt.

D.2.3 PrfA-Aktivitat von L. monocytogenes EGD,
EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* in LB Medium

Die PrfA-Aktivitat vonL. monocytogeneist in LB Medium sehr stark inhibiert, sogar wenn
grol3e Mengen an PrfA produziert werden.

Wie in Abbildung 32 und Abbildung 33 zu erkennen exprimiert der Wildtyp EGD in LB
versetzt mit 50 mM der PTS-Zucker Glucose, Manramier Cellobiose nur eine sehr geringe
PrfA-Menge und auch eine Aktivierung der GenkZ, hly und actA ist kaum messbar. Die
Zugabe von 50 mM Glycerin hat eine schwache Auswig<auf die produzierte Menge an
InIC, fihrt aber zu keiner Erhéhung der Menge dA RrLO (Listeriolysin) und ActA.

PrfA

- e ovocoooe®™ Abbildung 32 Nachweis der PrfA-, InIC -und
O Mt ¥ s MO 5 ActA-Expression im Western Blot Der
Wildtyp EGD und die PrfA-
Uberexprimierenden Stamme EGRTApPrfA
und EGDAprfApPrfA* wurden in LB mit
Zugabe von 50 mM Glucose (G), Mannose
(M), Cellobiose (C) oder Glycerin (Y) bis zu
ActA einer OQuonmVvon 0,8 gezogen.
Gleiche Mengen Protein (5 pg) wurden auf ein
12%-iges SDS-Gel aufgetragen und it
PrfA, a-InlIC und o-ActA Antikdrpern
immungefarbt. Proben von EQPrfA
gewachsen in LB mit 50 mM Glucose wurden
als Negativkontrolle aufgetragen.

M C Y @
ApriApPrA* DprfA

InIC

 —— -
S — — —

G M C Y GG M C Y G M T Y ¢
EGD DprfApPriA ApriApPIA* DprfA

Abbildung 33 Nachweis der hamolytischen Aktivitat
Der Wildtyp EGD und die PrfA-Uberexprimierenden
Stamme EGRprfApPrfA und EGDAprfApPrfA*
wurden in LB mit Zugabe von 50 mM Glucose (G),
Mannose (M), Cellobiose (C) oder Glycerin (Y) bis z
einer OQgonm vVon 0,8 gezogen. Die hamolytische
Aktivitat wurde mit 50 pl Kulturiberstand bei Qi
gemessen.

= Proben von EGRprfA gewachsen in LB mit 50 mM

Mt T pmrm T T e | s Glucose wurden als Negativkontrolle verwendet.
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Gleiche Mengen an PrfA- und PrfA*-Protein wurdert den Stammen EGAprfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* unter den oben genannten Wachstumsbedinguhgebachtet. Die PrfA*-
Aktivitat von EGDAprfApPrfA* ist in LB mit 50 mM Glucose, Mannose, Celiobe und
Glycerin gleich hoch und wird wie in BHI nicht valen verschiedenen Zuckern beeinflusst.
EGDAprfApPrfA bleibt jedoch in der PrfA-Aktivitat trotz heh PrfA-Menge mit allen PTS-
Zuckern auf dem Level des Wildtyps und zeigt kauxprEssion von InlC, ActA und LLO.
Nur nach Zugabe von 50 mM Glycerin konnte eine rggri Erh6hung der PrfA-Aktivitat
beobachtet werden.

D.2.4 Auswirkung des Amberlite XAD4 auf L. monocytogenes
EGD, EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* in LB

Wie schon bekannt ist stimulieren Aktivkohle unds deamberlite XAD4 die Aktivitat von
PrfA (Ermolaevaet al, 1999; Rauch, 2003). Aus diesem Grund wurde diswikung von
1% XAD4 auf die untersuchten Stamme in LB Mediunrse&zt mit 50 mM Glucose
untersucht und gezeigt, welchen Einfluss

die Substanz auf die PrfA-Aktivitat bei 2
groRen und geringen Mengen an 16
gebildetem PrfA hat.

Abbildung 34 zeigt, dass das Wachstum
von EGD durch die Zugabe von 1% XAD4 o8

ins Medium kaum beeinflusst wird, und die 041

Generationszeit betragt etwa 45 min. Bei o
EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* 0 100 200 300 400 500 600 700 800
zeigt sich dagegen ein starker Einfluss. Die —EcD EGDApriApPrfA - —+—EGDApriApPrfA®

. . « Abbildung 34 Wachstum von EGD, EGAprfApPrfA
Generationszeit von  EGIprfApPriA und EGDAprfApPrfA* in LB mit 50mM Glucose und

wird auf etwa 100 min verlangsamt, die1 o xAD4

von EGM\prfApPrfA verlangert sich sehr

stark auf gut 200 min.

Die Menge an gebildetem PrfA verandert sich durgh4ugabe von 1 % XADA4 bei allen
Stammen nicht (Abbildung 35), aber die AktivitaieOPrfA-Aktivitat in EGDAprfApPrfA*
wird nicht weiter beeinflusst, da die etwas germggrkende hamolytische Aktivitat im
Rahmen der Exaktheit von Hamolyse-Tests nicht aetdend ist. ActA und InlIC werden
ahnlich stark gebildet wie ohne XAD4. Der Wildtypldet nach Wachstum in XADA4-
haltigem LB Medium mit 50 mM Glucose etwas mehrClnund ActA, als ohne das
Amberlite. Vor allem bei EGRprfApPrfA ist ein starker Unterschied zu erkennen. Nach
Wachstum in 1 % XAD4-haltigem LB erhoht sich digARAktivitat von praktisch nicht
vorhanden auf gleiches Niveau wie EGRfApPrfA* (Vergleich Abbildungen 32, 33, 35).

PrfA ActA
3.0 EGD  AprA AprfApPriA DprfApPriA® EGD  AprfA AprfApPriA AprfApPITA’

- oOe
25
20 I —
£ = IniC
315 EGD  AprA AprfApPriA AprfApPriA®

[a)
[e)
. = -=
B 22
—— -

EGD AprfA AprfApPrfA AprfApPrfA*

Abbildung 35 Nachweis der hamolytischen Aktivitat und der PrfldC- und ActA-Expression im Western Blot
Der Wildtyp EGD und die PrfA tberexprimierendenrBtde EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* wurden in
LB mit Zugabe von 50 mM Glucose und 1 % XAD4 bis a@ner ORponm Von 0,8 gezogen und anschliel3end
prapariert. Proben von EQIPrfA dienen als Negativkontrolle.
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D.2.5 PrfA-Aktivitat von L. monocytogenes EGD,
EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* in MM

SchlieBlich wurde noch die PrfA-Aktivitat der urgachten Stdmme in definiertem
Minimalmedium (Premaratnet al, 1991), versetzt mit 50 mM Glucose, Mannose, Gadee
oder Glycerin untersucht. Beim Wildtyp ist die Mergn PrfA und auch die PrfA-Aktivitat in
Cellobiose-haltigem MM sehr gering. Wird jedoch &lee, Mannose oder Glycerin als
Kohlenstoffquelle verwendet, so steigen die PrfAtBinmenge und die PrfA-Aktivitat
betrachtlich an. Die ActA-Menge und die ha&molytiscAktivitit von EGD gleicht in
Glycerin-haltigem MM sogar der von EQIPrfApPrfA*.

Die Menge an PrfA- und PrfA*-Protein in den StammdfGDAprfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* ist wie erwartet hoch. EGAprfApPrfA* zeigt die vermutet starke PrfA-
Aktivitat. Jedoch fuhrt in MM die hohe zellulare fRiProteinkonzentration von
EGDAprfApPrfA nicht zu der erwartet hohen PrfA-Aktivitat,orglern in allen
Kohlenstoffquellen zu einer geringen PrfA-AktivitdDies ist sichtbar an der niedrigen
Expression von InlC, ActA und der geringen hamealgtien Aktivitat im Vergleich zu
EGDAprfApPrfA*. Interessanterweise hemmt Cellobiose alzigan Kohlenstoffquelle die
PrfA-Menge und -Aktivitat in EGBprfApPrfA nicht so stark wie im Wildtyp, sondern
EGDAprfApPrfA zeigt in allen vier Kohlenstoffquellen einardich niedrige PrfA-Aktivitat
und -Menge.

PrfA

B Abbildung 36 Nachweis der PrfA-, InIC- und
S Voan " P v | Biem | ded ActA-Expression im Western Blot Der Wildtyp

EGD und die PrfA Uberexprimierenden Stimme
EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* wurden

T ATl S - Lt = ] in MM mit Zugabe von 50 mM Glucose (G),
= BpriApPriA DpriApPrA* BpriA Mannose (M), Cellobiose (C) oder Glycerin (Y)
ActA bis zu einer Olyy,mVvon 0,8 gezogen.

Gleiche Mengen Protein (5 pug) wurden auf ein
12%-iges SDS-Gel aufgetragen und miPrfA,
a-InlC und a-ActA Antikdrpern immungefarbt.
Proben von EGRprfA gewachsen in MM mit
50 mM Glucose wurden als Negativkontrolle mit
aufgetragen.

Lk ol

§!~ anry
L == 3

@S . -
= - 32
b -—
G M C Y G M C Y G C G
EGD AprfApPrfA AprprPrfA AprfA

Abbildung 37 Nachweis der hamolytischen Aktivitat Der
25 Wildtyp EGD und die PrfA Gberexprimierenden Stamme
EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* wurden in MM
mit Zugabe von 50 mM Glucose (G), Mannose (M),
Cellobiose (C) oder Glycerin (Y) bis zu einer §§,von
0,8 gezogen. Die hamolytische Aktivitat wurde it |5l
Kulturiberstand bei Of2;,mgemessen.

Proben von EGRprfA gewachsen in MM mit 50 mM

54
o

0,5

5 =3 Glucose wurden als Negativkontrolle verwendet.
G M C Y G M C Y G M C Y G
EGD DpriApPriA AprfApPrA* AprfA
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In einer quantitativen Real-Time-PCR Analyse deran8he EGRprfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* (Abbildung 38) konnten zudem die gleichen igen anprfA- und plcA-
RNA, jedoch unterschiedliche Mengen an RNA der RPabhéngigen GenactA hly und
plcB nachgewiesen werden. Es ist also auf RNA- undeiRrelbene zu erkennen, dass von
EGDAprfApPrfA und EGIAprfApPrfA* zwar gleiche Mengen an PrfA gebildet werden,
dieses aber unterschiedlich aktiv ist.

14007 Abbildung 38 Real-Time-PCRmit Angabe der relativen
1200+ Transkriptmenge auf cDNA-Ebene vpnfA und den PrfA
abhangigen GeneractA hly, plcB, plcA der Stdmme
EGDAprfApPrfA und EGAprfApPrfA*. Die RNA wurde
nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose bis zu einer
ODggonmVon 0,8 isoliert.

1000 -
800 -
600 -
400 -
200

0

prfA actA hly plcB plcA
AprfApPrfA  EAprfApPrfA*

D.2.6 Auswirkung des Amberlite XAD4 auf L. monocytogenes

in MM
Die Zugabe von 1 % XAD4 hat in MM mit 2
Glucose keinen Verstarkungseffekt der PrfA- 161

Aktivitat wie man es bei LB sehen kann.
Beim Wildtyp EGD hat die Zugabe von
XAD4 in das MM eine leichte Erhéhung der 081

PrfA-Aktivitat zur Folge. Bei den PrfA- bzw. 0.4

PrfA*-tUberexprimierenden Stammen 0 ‘ : : ‘
EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* ist 13 B e 28 3
eher ein gegenteiliger Effekt zu beobachten, —-EeD EGDApriApPriA  —a~ EGDApriApPriA”

. . . . Abbildung 39 Wachstum von EGD, EGAprfApPrfA
Interessanterweise korreliert dies mit del,y EgppriapPrfA* in MM mit 50mM Glucose

Beobachtungen zum Wachstum (Abbildungind 1 % XAD4
39), denn nach Zugabe von XAD4 wird die
Generationszeit von EGD auf etwa 130 min o wn s s Abbildung 40 Nachweis

verlangsamt. Bei den beiden PrfA(*) * der PriA-, IniC- und
.. . s . e ActA-Expression im
Uberexprimierenden Stammen verringert SiCh o v s soseon Western Blot Der
die Generationszeit stark auf nur etwa 170888 — Wildtyp EGD und die
min. Aot PrfA-tiberxprimierenden

A . . EGD‘ AprfA  BprfApPrfA AprfApPrA* Stamme EGDprprPrfA
Im Wllldtyp EGD wird nach Wachstum in i und  EGDA\prfApPriA*
MM mit 50 mM Glucose und 1 % XAD4 - wurden in MM mit
mehr PrfA gebildet als ohne Zugabe von ‘ Zugabe von 50 mM

. . 0,

XAD4. Dadurch erhoht sich auch sehr stark Glucose und 1 % XADA4

bis zu einer Oyonm VOn

0,8 gezogen und
anschlieBend prapariert. 5
ng Protein wurden auf

die Menge an gebildetem ActA, InIC und die
hamolytische Aktivitat. Auf die PrfA-Menge
und -Aktivitat von EGRAprfApPrfA und - — einem 12%-igem  SDS-
EGDAprfApPrfA* hat die Zugabe von 1 % & Page aufgetragen. Proben
XAD in Glucose-haltiges Minimalmedium von EGDAprfA dienten
keinen Einfluss. Vergleicht man die § ‘ als Negativkontrolle.
Abbildung 37 und Abbildung 40 scheint die &»

Aktivitat und PrfA-Menge in beiden

LB
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Stammen geringer zu sein. Dies ist aber nicht ddl, Ba die geringere Bandenstarke,
aufgrund der starken Exposition der Wildtyp-Bandan, einer kirzeren Entwicklungszeit
liegt. Das Gleiche ist bei der hamolytischen Ak&vizu erkennen. Da der Wildtyp EGD so
stark hamolytisch ist, wurden die Mengen flr digséehsdurchfilhrung so angepasst, dass
EGD auch noch messbar ist.

Abbildung 41 Nachweis der hdmolytischen Aktivitdt Der Wildtyp
2:O EGD und die PrfA-Uberxprimierenden Stamme EG®HOApPrfA
£ und EGDAprfApPrfA* wurden in MM mit Zugabe von 50 mM
g Glucose und 1 % XAD4 bis zu einer @ von 0,8 gezogen.
Proben von EGRprfA dienten als Negativkontrolle.
— mmill
EGC

AprfA  AprfApPrfA AprfApPrfA*

D.2.7 Expression PTS-abhangiger Gene in L. monocytogenes
EGD nach Wachstum in verschiedenen Kulturmedien

Die Arbeit von S. Mertins (Mertingt al, 2007) hat darauf hingedeutet, dass die PrfA
Aktivitdt mit der Expression von PhosphoenolpyruRabsphotransferasesystemen (PTS)
zusammenhangt. PTS sind zustandig fir die Aufnakiore Kohlenstoffquellen. Um ein
Expressionsmuster der PTS-Gene, sgwiéd und den PrfA-abhéngigen Genen zu erhalten,
wurden cDNA Microarrays mit RNA Proben von EGD gehsen in BHI, LB und MM
(jeweils mit 50 mM Glucose versetzt) bis zu eindDggdnm von 0,8 durchgefiihrt. Die fur
diese Untersuchung verwendeten Microarrays waréra édr diese Arbeit entwickelte, mit
Epoxidharz beschichtete Objekttrager, auf welche spiezifisches Oligonukleotid fiprfA
und die PrfA-kontrollierten Gene und zwei Oligoreddide fur jedes annotierte PTS-Gen
gespottet wurden (Glaset al, 2001).

Der Vergleich der Transkriptome (Tabelle 3 und Amipalabelle 13) zeigt eine deutlich
hohere Expression voprfA und den PrfA-kontrollierten Genen in BHI gewachesari.
monocytogene&GD als in LB gewachsenem EGD. An den Verhaltniseveist auch zu
erkennen, dagsrfA und die PrfA-abhangigen Gene in MM im VergleichL&i und BHI am
starksten exprimiert werden. Diese Daten korretiarét den Befunden der Western Blots
und Hamolysetests in D.2.2, D.2.3 und D.2.5.

Tabelle 3 Vergleichende Expressionsanalyséer Gene codierend fiprfA und die PrfA-abhangigen
Virulenzgene irL.. monocytogenesGD nach Wachstum in BHI und LB (BHI/LB), in Bldhd MM (BHI/MM)
und in MM und LB (MM/LB) bis zu einer OfonmVvon 0,8. Alle Medien waren mit 50 mM Glucose vézte

Genname BHI-LB BHI-MM MM-LB  Annotation nach http:/genolist .pasteur.fr/ListiList

Imo0200 4.88 0.37 20.71 prfA - listeriolysin positive regulatory protein

Imo0201 25.53 0.39 82.89 plcA - phosphatidylinositol-specific phospholipase ¢

Imo0202 50.77 0.61 76.12  hly - listeriolysin O precursor

Imo0203 7.89 0.39 22.90 mpl - Zinc metalloproteinase precursor

Imo0204 38.05 0.28 132.22  actA- actin-assembly inducing protein precursor

Imo0205 63.43 0.27 202.75 plcB - phospholipase C

Imo0433 6.41 0.47 39.38 inlA - InternalinA

Imo0434 5.49 0.35 19.75 inIB - InternalinB

Imo0838 4.61 0.34 10.46 uhpT- highly similar to hexose phosphate transport
protein

Imo1786 3.40 0.38 8.60 inIC - Internalin C
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Bei den Transkripten der PTS-Permeasen-Gene (Eaba)l zeigen sich zwischen BHI und
LB die deutlichsten Unterschiede bei den Mannoseifipchen PT%*(Imo0781-0784) und
PTS"¥"(Im02000-2002) und dem Fructose-spezifischen Imb233ie Gene dieser PTS-
Permeasen sind in LB starker angeschaltet als ih Bidr offensichtlichste Unterschied
zwischen allen drei Medien ist, dass in MM P¥8mo00096-0098), PT$"(Imo0781-0784)
und Imo1255 deutlich schwécher exprimiert werdenraBHI und LB.

Abgesehen von den Verhdaltniswerten ergeben sich @ms Microarraydaten auch
Expressionsstarken fur die untersuchten Gene (Abbg 42). Die auf Transkriptionsebene
am starksten exprimierten PTS-Gene sind '#7(®n00096-0098) gefolgt von
PTS"¥(Im00781-0784) und den PTS-Komponenten codiertlmmw2259 und Imo1255. Alle
anderen PTS-Permeasen sind in Gegenwart von Glmcosehwach exprimiert. Das fur die
RNA Polymerase-Untereinheit B codierende GeaoB wurde als Kontrolle auf den
Microarrays eingesetzt und wurde in allen drei Medast gleich stark exprimiert.

25000 Abbildung 42 Expressionsstarke verschiedener PTS Gene:
Relative Transkriptmenge, der hauptséachlich exprimie
PTS-Permeasen In monocytogendsGD nach Wachstu
in BHI, LB und MM (jeweils versetzt mit 50 mM Gluse
bis zu einer Okyo.m Von 0,8. Die angegebene rela
Transkriptmenge reprasentiert die 8Spensitat auf del

20000

.
@
=}
3
3

.
1)
3
3
3

5000 Microarray normalisiert auf die Intensitat vorpoB,
N welches stabil exprimiert wird (Milohanit al, 2003; Sue
1M00096-0098 Imo0781-0784 Imo1255 Im02259 etal, 2004)

BBHI + glucose BLB + glucose BMM + glucose

D.2.8 Expression PTS-abhangiger Gene in L. monocytogenes
EGDA prfApPrfA und EGDA prfApPrfA*

Wie unter D.2.1E.2.1 gezeigt, ist die Wachstumsdae zwei PrfA(*) Gberexprimierenden
Stammel. monocytogeneBGDAprfApPrfA und EGAprfApPrfA* in MM gegeniber dem
Wildtyp EGD deutlich verringert. Auf3erdem konntehse gezeigt werden, dass die
Glucoseaufnahmerate bei diesen zwei Stammen iml&ieingzum Wildtyp deutlich absinkt
(Marr et al, 2006).

Um zu testen, ob die hohe Konzentration an PrfAr &téA* die Expression der PTS-Gene
beeinflusst, wurden die PTS-Gene sowpefA und die PrfA-abhangigen Gene von
EGDAprfApPrfA beziehungsweise EQIprfApPrfA* mit denen von EGD verglichen. Dies
geschah nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose, dbéhise oder Glycerin bis zu einer
ODsoonm VONn 0,8. Die Transkriptomdaten in Tabelle 14 zejgdass die Expression der
meisten PTS-Gene von E@PrfApPrfA in MM mit 50 mM Glucose oder Cellobiose im
Vergleich zum Wildtyp unverandert ist. In Anwesemlwher zellularer Konzentrationen an
PrfA* ist die Expression dieser Gene im Allgemeirlercht verringert. Mit Glycerin als
einziger Kohlenstoffquelle sind mehr stark diffdreth regulierte PTS-Gene zu finden als in
Cellobiose oder Glucose.

Der auffalligste Unterschied zwischen EGRfApPrfA bzw. EGDAprfApPrfA* und dem
Wildtyp EGD ist die Hochregulation (Faktor zwei hisei) von PT8*(Imo0781-0784) in
beiden Stammen und mit allen drei KohlenstoffquelBies kann man auch deutlich in der
Expressionsstarke in Abbildung 43 erkennen. In Gdecist eine vierfache Hochregulation
von PT$*(Im02683-2685) in EGRprfApPrfA verglichen mit dem Wildtyp EGD zu
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erkennen. Die Gene fir Pf8(Imo0096-0098) sind in allen drei Stammen in Glecasn
starksten exprimiert, aber ihre Expression ist iGDAprfApPrfA (und besonders in
EGDAprfApPrfA*) verglichen mit EGD leicht herrunterreguli€Ratio von 0,6 bis 0,8).

In Abbildung 43 ist zu erkennen, dass nach WachstumM mit 50 mM Cellobiose als
einziger Kohlenstoffquelle die Gene fiir P¥8mo02683-2685) die am starksten exprimierten
PTS-Gene sind. Die Anwesenheit groRer Mengen ah éaér PrfA* flhrt hier ebenfalls zu
einer leicht verringerten Genexpression. In MM flycerin als einziger Kohlenstoffquelle
sind vor allem PTS%mo02683-2685), PT$"(Imo0781-0784) und Lmo2259 angeschaltet.
Wobei in Glycerin generell viel mehr PTS-Gene exyert werden als in den anderen
Zuckern, da die Katabolitrepression (CCR) in Glytencht aktiv ist und so die unter CCR-
Kontrolle stehenden Gene exprimiert werden.

25000 7 MM + Glucose Abbildung 43 Expressionsstarke verschiedener PTS-Gene:
20000 Relative Transkriptmenge, der hauptsachlich exenitar
PTS-Permeasen in. monocytogeneEGD, EGDAprfApPrfA
15000 1 und EGDAprfApPrfA* nach Wachstum in MM mit 50 m
10000 A Glucose, Cellobiose oder Glycerin bis zu einergggfa von
co0o . 0,8. Die angegebene relative Transkriptmenge reptiés
die Spotintensitat auf dem Microarray normalisieat de

0+ Intensitat vorrpoB, welches stabil exprimiert wird (Milohanic

0096-8 0781-4 1255 2259 2683-5 .
MEGD BAprfApPriA BAprfApPrA* et al" 2003‘ Sueet al’ 2004)'

25000 7 MM + Cellobiose 25000 1 MM + Glycerin

20000 1 20000 1

15000 15000 -

10000 1 10000 1

5000 A1 5000 -

0096-8 0781-4 1255 2259 2683-5 0096-8 0781-4 1255 2259 2683-5

Abbildung 44 und Tabelle 4 zeigen wie erwartet,sdalte PrfA-abhéngigen Gene im Stamm
EGDAprfApPrfA* unabhangig von der verwendeten Kohlenstadftpuim Vergleich zum
Wildtyp in der Transkription erhéht sind. Die hohellulare Konzentration an PrfA-Protein
vom Stamm EGRBprfApPrfA steht dagegen im Zusammenhang mit einer gerém
Expression der PrfA-abhéngigen Gene verglicherdemt Wildtyp EGD.

EGD zeigt die htéchste Expression vprfA und den PrfA-abhangigen Virulenzgenen in
Glucose- und Glycerin-haltigem MM. Interessantesgeist EGAprfApPrfA* in Glucose
und Glycerin wesentlich aktiver als der Wildtyp,waihl viel wenigerprfA gebildet wird.
Cellobiose als Kohlenstoffquelle hemmt im Wildtyje dPrfA Aktivitat fast komplett. An der
Skala in Abbildung 44 kann man erkennen, ga$& und die PrfA-abhéngigen Virulenzgene
auf einem viel hoheren Level exprimiert werdenddsPTS-Gene (Abbildung 43).

Expressionsstarke

e Abbildung 44 Expressionsstarke der Prithangigen Gel
50000 am Beispiel actA. Relative Transkriptmenge inL.
monocytogenes  EGD, EGD\prfApPIfA unc
EGDAprfApPrfA* nach Wachstum in MM mit 50 mi
Glucose, Cellobiose oder Glycerin bis zu einergggfa von
0,8. Die angegebene relative Transkriptmenge reptis
die Spotintensitat auf dem Microarray normalisizut de
glucose collobiose iyceral Intensitat von rpoB, welches stabil exprimiert wi
BEGD BprfApPriA MApriApPrA" (Milohanic et al, 2003; Sueet al, 2004).
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Tabelle 4 Vergleichende Expressionsanalyse der Gene codiefén prfA und die PrfA-abhéangigen
Virulenzgene irL. monocytogeneBGDAprfApPrfA (PrfA) und EGAprfApPrfA* (PrfA*) verglichen mit EGD
nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose (G), Celld®dC) oder Glycerin (Y) bis zu einer @g\mvon 0,8.
Die Funktion der Gene ist in Tabelle 3 beschrieben.

Genname PrfA/EGD G PrfA*/EGD G PrfA/JEGD C PrfA*EGD C PrfAIEGDY PrfA*/EGD Y

Imo0200 0.65 0.62 15.72 17.84 0.87 0.49
Imo0201 0.15 0.11 2.42 3.46 0.20 0.07
Imo0202 0.23 2.02 2.14 27.67 0.68 1.29
Imo0203 0.34 6.48 1.87 55.95 0.72 3.24
Imo0204 0.11 4.82 1.15 83.96 0.40 1.64
Imo0205 0.11 3.08 0.96 47.37 0.38 1.43
Imo0433 0.19 2.86 0.55 5.28 0.42 2.21
Imo0434 0.14 1.65 0.46 3.94 0.28 2.27
Imo0838 0.13 8.58 2.00 6.73 0.33 9.27
Imo1786 0.17 7.79 0.58 14.07 0.34 9.17

D.2.9 Die PrfA-Aktivitat in L. monocytogenes EGD ist
signifikant hoher als in L. monocytogenes EGD-e

Fur die bisherigen Ergebnisse wurde der originaborstammL. monocytogene&€GD
verwendet. Sequenziert (Glasetr al, 2001) und auch fur zukinftige Versuche verwendet
wurde aberL. monocytogene&GD-e. Die Sequenz voprfA wurde in beiden Stdmmen
nachgeprift und ist identisch (Daten nicht gezeiptptzdem ist die von S. Mertins (Mertins
et al, 2007) veroffentlichte Expression venfA und den PrfA-abhangigen Genen in EGD-e
geringer als die in dieser Arbeit fir EGD festghtgerfA-Expression. Zu einer &hnlichen
Beobachtung kamen auch schon Brehm und Mitarb@tehmet al, 1999).

Die Daten wurden mittels Transkriptomanalysen vas&ntgenom-Microarrays und Real-
Time RT-PCR beider Stamme nach Wachstum in MM miitn®M Glucose bis zu einer
ODsoonmVon 0,8 erstellt. Im Anhang in Tabelle 15 bis Tiab&7 sind die Transkriptomdaten
fur die PTS-GeneprfA und die PrfA-abhangigen Virulenzgene, sowie diehhobzw.
herrunterregulierten Gene in beiden Stammen aufgefu

250 A
BWEGD

200 A BEGD-e

120 A

ng DNA

100 A

20 A

0 4

0 A . :
- e priA actA hly plcB plcA

Abbildung 45 Hamolyse und Real-Time-PCR Daten armonocytogeneEGD und EGDe nach Wachstum

MM mit 50 mM Glucose bis zu einer Q§.mvon 08. Fiir den Test der hamolytischen Aktivitat wurddghp
Kulturiiberstand verwendet. Die Real-Time-PCR Datetsprechen der relativen Transkriptmenge auf cDNA-
Ebene vorprfA und den PrfA-abhangigen GenaetA hly, plcB undplcA

Die Menge anprfA und den PrfA-abhangigen Genprodukten ist in EGDMengleich zu
EGD-e um das 5-10 fache erhdht (Tabelle 5). Dieaush in den Daten der Real-Time-PCR
und des Hamolysetests (Abbildung 45) zu erkennen.

99



Ergebnisse

Tabelle 5Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene codiefiénprfA, die PrfA-abhéngigen Virulenzgene
und einiger PTS-Komponenten In monocytogeneEGD und EGD-e nach Wachstum in MM mit 50 mM
Glucose bis zu einer QR,mvon 0,8.

Genname EGD-EGDe Annotation nach http://genolist.psteur.fr/ListiList/

Imo0200 413 prfA - listeriolysin positive regulatory protein

Imo0201 5.20 plcA - phosphatidylinositol-specific phospholipase ¢

Imo0202 5.63 hly - listeriolysin O precursor

Imo0203 5.93 mpl - Zinc metalloproteinase precursor

Imo0204 4.82 actA - actin-assembly inducing protein precursor

Imo0205 10.38 plcB - phospholipase C

Imo0433 2.73 inlA - InternalinA

Imo0434 2.34 inIB - InternalinB

Imo0838 2.05 uhpT- highly similar to hexose phosphate transportgino

Imo1786 1.54 inIC - Internalin C

Imo0781 0.51 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS) component 1D
Imo0782 0.27 similar to mannose-specific phosphotransfesgstem (PTS) component |IC
Imo0783 0.10 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS) component 11B
Imo0784 0.17 similar to mannose-specific phosphotransfesgstem (PTS) component 1A
Imo2683 0.17 similar to cellobiose phosphotransferase enzymetBponent

Imo2684 0.67 similar to cellobiose phosphotransferase eezjy@ component

Imo2685 n.a. similar to cellobiose phosphotransferase enzymectitaponent

Bei den PTS-Permeasen sind die gréf3ten Untersclmedmer geringeren Expression von
PTS"®(Im00781-0784) und PT&(Im02683-2685) in EGD verglichen mit EGD-e zu finde

Zudem findet sich noch eine grof3e Zahl an anderme die in EGD verglichen mit EGD-e
runterreguliert sind. Darunter einige Gene fur gkimsdene ABC-Transporter und fur die
Stressantwort.

100



Ergebnisse

D.3 Listerielle Phosphotransferasesysteme

Das Phosphotransferasesystem (PTS) wurdeE.incoli als System entdeckt, welches
Phosphoenolpyruvat (PEP) nutzt um Hexosen wie GRiasmd Mannose in die bakterielle
Zelle zu transportieren (Kundigf al, 1964). Das PTS spielt neben der Zuckeraufnahme ei
Rolle in vielen Aspekten der bakteriellen Physiado{Barabote and Saier, 2005). Listerien
codieren fur alle sieben bekannten PTS-FamilienGé&#e codieren fur 29 komplette und
einige unvollstandige PTS-Permeasen (Tabellell.8nhonocytogeneBGD-e weist mit 3,2%
unter allen bislang sequenzierten Bakterien deh$téa Prozentsatz an genetischem Material
in PTS auf. Zusatzlich zu den Zucker-PTS beditztmonocytogeneauch noch ein fir
Dihydroxyaceton (DHA) spezifisches PTS (Barabote Saier, 2005; Glaset al, 2001).

Trotz der grof3en Anzahl an PTS-Genen besitzinonocytogenekein vollstéandiges PtsG,
welches homolog ziE. coli ist. Lediglich ein dem ENR® (codiert voncrr) homologes
Protein konnte inL. monocytogenesgefunden werden, codiert von Imol1017. Zur
Identifizierung der in die Glucoseaufnahme invalige PTS und um einen mdglichen
Zusammenhang mit der Regulation der PrfA-Aktivizétuntersuchen wurden die folgenden
PTS-Permeasen anhand von Deletionsmutanten nakensweht: In Tabelle 6 sind die in
dieser Arbeit naher betrachteten lonmonocytogeneEGD-e codierten Glucose- und Beta-
Glucosid-spezifischen PTS, Mannose-spezifischen RBMm& Cellobiose-spezifischen PTS
aufgefihrt.

Tabelle 6 Glucose- und Beta-Glucosid-spezifische (P9)SMannose-spezifische (P1%8) und Cellobiose-
spezifische PTS (PTS%) codiert vorl. monocytogene&GD-e, die in dieser Arbeit betrachtet wurden.

PTS Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/LisiList/

pPTSC©

Imo0027 similar to PTS system, beta-glucosides specifigyerz||ABC
Imo0738 similar to phosphotransferase system (PTS) betzegide-specific enzyme 11ABC

component
Imo1017 similar to phosphotransferase system glucose-specizyme 1A
Imo1035 similar to phosphotransferase system (PTS) betzegide-specific enzyme IIABC
Imo1255 similar to PTS system trehalose specific enzym€lIB
Imo2772 similar to beta-glucoside-specific enzyme I1ABC
Imo2787 beta-glucoside-specific phosphotransferase enzy®BC component

pTgHYan

Imo0021-0024 similar to PTS system, fructose-specific IIA, BaGd D component
Imo0096-0098 similar to PTS system mannose-specific, factor [|&Band D
Imo0781-0784 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS) component 1ID, C, B and A
Imo1997 similar to PTS mannose-specific enzyme IIA companen
Imo2000-2002 similar to PTS mannose-specific enzyme 11D, C antbBiponent
PTS™°
Imo1719/1720 similar to phosphotransferase system (PTS) lichepegific enzyme I1A and B

component
Imo2259 similar to phosphotransferase system (PTS) beteegide-specific enzyme 1A

Imo2683-2685 similar to cellobiose phosphotransferase enzyme@RBnd A component
Imo2708 similar to PTS system, cellobiose-specific enzyifie |
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D.3.1 PTS-Aktivitat in EGD-e nach Wachstum in
verschiedenen Kohlenstoffquellen

In D.2.7 wurde zunachst nur das ExpressionsmusterBGD nach Wachstum in BHI, LB
und MM mit jeweils 50 mM Glucose untersucht. Diefaten geben das PTS-
Expressionsmuster von EGD, jedoch nicht von EGD-dan verschiedenen Medien wieder
und keine Hinweise darauf, welche PTS von welchatk&rn angesprochen werden.

Um die Expression der verschiedenen PTS in Gluddssmnose, Cellobiose und Glycerin
aufzuzeigen, wurde der Wildtyp EGD-e in MM versetzit je 50 mM der angegebenen
Kohlenstoffquellen bis zu einer Q§.mvon 0,8 kultiviert und Proben fur Hamolysetest und
RNA-Isolierung abgenommen. Von der RNA wurde cDNArdestellt und Real Time
Analysen mit Genen fur putative PTS-Permeasen fiilc@se, Mannose und Cellobiose
durchgefihrt (nach Suche in http://genolist.pastelistiList/ und Blast-Analysen mit den
Angaben von Barabote und Saier (2005)). Gene d@lycerin verstarkt exprimiert werden
gelten als katabolitreprimiert und werden bei Alfim& von Glucose oder Cellobiose nicht
oder nur wenig angeschaltet.

D.3.1.1 Hamolytische Aktivitit von EGD-e

Die hamolytische Aktivitat von EGD-e ist

nach Wachstum in Glucose- und Mannose-
haltigem Minimalmedium fast gleich hoch. 2
50 mM Cellobiose im Medium verringern
die PrfA-Aktivitat, die daraus resultierende
Menge an LLO und die Hamolyse auf ein

Minimum und Glycerin als einzige o5 j i
Kohlenstoffquelle  verstarkt die  PrfA

abhangige Expression von LLO. 0 - - -
Vergleicht man EGD aus Abbildung 45 mit

der LLO-Expression von EGD-e in Abbildung 46 Hamplytische Aktivitat von EGD-e
Abbildung 46 so scheint die Expression fastanzcr?n o\é\fcch;tlgg; bee url:/(leGIy-l-c ersir?birsng@nil%fgse’
gleich stark. Dies ist jedoch ein Artefakt der

Probenisolierung an verschiedenen Tagen und dechiitrung des Hamolysetests mit
unterschiedlichem Blut. Abbildung 45 gibt den tatdichen Unterschied zwischen den zwei
Stammen wieder, da fir den Versuch beide Stammegl@ichen Tag isoliert und im
Hamolysetest mit derselben Blutsuspension untetsuatden.

2,5 1

15 4

£
2
by
o
o 1

Glucose Mannose Cellobiose Glycerin

D.3.1.2 Expression der Beta-Glucosid-spezifischen PTS in EGD-e

Transkriptomdaten von EGD (sieche Anhang) habenigezdass die PT so schwach
exprimiert werden, das die Spots von Imo2772 und2ii@7 unter der Nachweisgrenze
liegen. Die Spots der anderen drei B &onnten zwar nachgewiesen werden, aber waren nur
sehr schwach (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 47  zeigt die 1
Transkriptmenge der finf Beta-
Glucosid-PTS in EGD-e nach
Wachstum in MM mit 0,6 1
verschiedenen Kohlenstoffquellen.
Die Daten geben mit maximal 0,8
ng gebildeter cDNA ein sehr 02 -
schwaches Expressionsmuster
aller finf Gene wieder. Die Art der

0,8

0,4 -

ng DNA

Glucose Mannose Cellobiose Glycerin
Kohlenstoffquelle scheint auf die  ®imo0027 ®imo0738 WImo1035 MImo2772  M1mo2787
Transkriptmenge keinerlei Abbildung 47 Expressionsstarke der Gene codierend fir

Auswirkung zu haben. Lediglich PTS® . Angegeben ist die gebildete Transkriptmenge in ng

. . . cDNA von L. monocytogeneEGD-e nach Wachstum in MM
Imo0027  wird n Glycerin mit 50 mM Glucose, Mannose, Cellobiose oder Glycéis
verstarkt exprimiert, was darauf zu einer OQyon, von 0,8.

hin deutet, dass Imo0027 unter
Katabolitrepression steht.

D.3.1.3 Expression der Mannose-spezifischen PTS in EGD-e

Suche in http://genolist.pasteur.fr/ListiList/ urBlast-Analysen mit den Angaben von
Barabote und Saier (2005) ergaben, dasmonocytogene&ene fiir vier putative PT&™
Permeasen besitzt. Die vier Ell Untereinheiten RIEE"*Permeasen werden von Imo0021-

Glucose Mannose Cellobiose Glycerin Glucose Mannose Cellobiose Glycerin
H Lmo0021 H Lmo0022 i Lmo0023 H Lmo0024 H Lmo1997 H Lmo2000  Lmo2001 i Lmo2002

Abbildung 48 Expressionsstarke der Gene codierend fiir zweitipat®T3'". Angegeben ist die gebildete
Transkriptmenge in ng cDNA ih. monocytogeneSGD-e nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose, Mas®o
Cellobiose oder Glycerin bis zu einer ggy»von 0,8.

0024, Imo0096-0098, Imo0781-0784 und von Imo199@2600-2002 codiert, wobei
Imo0096 fir ein zusammenhéngendes EIIAB codiert.

Die Daten der Real Time Analysen zeigen, dass dieneGImo0021-0024 und
Im01997/Imo2000-2002 ahnlich den FSnur sehr schwach exprimiert werden und im
Wildtyp nicht auf Mannose oder Glucose als Kohlefiguelle ansprechen (Abbildung 48).
Die Gene dieser zwei P scheinen jedoch unter Katabolitrepression zu stetie sie in
Glycerin eine verstarkte Transkriptmenge aufweisen.
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ng DNA
ng DNA

E

Glucose Mannose Cellobiose Glycerin

Glucose Mannose Cellobiose Glycerin
H Lmo0096 H Lmo0097 i Lmo0098 i Lmo0781 H Lmo0782 il Lmo0783 i Lmo0784

Abbildung 49 Expressionsstarke der Gene codierend fiir zweitipet®T3'®". Angegeben ist die gebildete
Transkriptmenge in ng cDNA ih. monocytogeneEGD-e nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose,
Mannose, Cellobiose oder Glycerin bis zu eineggiavon 0,8.

Abbildung 49 zeigt die Real Time Daten der zwei \Mildtyp EGD-e stark exprimierten
putativen PT¥?". Beide werden 10- bis 20-mal stérker transkribédstdie in Abbildung 48
gezeigten PTE". Das PT¥*(Imo0781-0784) ist konstitutiv in allen drei PTSekern
angeschaltet, wird jedoch in Glycerin noch stasegorimiert und steht somit offenbar unter
Katabolitrepression. Die Gene Im00096-0098 codieverderum ganz offensichtlich fur die
wichtigste Mannose-spezifische PTS-Permase zur bsmnund Glucoseaufnahme, da die
Gene in Glycerin- und Cellobiose-haltigem MM nuhisechwach transkribiert werden, aber
in Glucose und vor allem Mannose stark angeschateden.

D.3.1.4 Expression einiger Cellobiose-spezifischer PTS in EGD-e

In den Transkriptomdaten von EGD und den PrfA-Ukgrienierenden Stammen (D.2) sind
einige nach http://genolist.pasteur.fr/ListiListl®biose-spezifische PTS als stark exprimiert

35 4 18 4
30 - 16 |
25 | 14 4

12
20 - <Z( 10 A

=)

15 ® 8
10 - 61

4 4
5 4 2 |
0 - 0 -

Glucose Mannose Cellobiose Glycerin Glucose Mannose Cellobiose Glycerin

M Lmo2683 W Lmo2684 Lmo02685 HLlmol719 HLmol1720

Abbildung 50 Expressionsstarke der Gene codierend fiir zweitipat@TS™. Angegeben ist die gebildete
Transkriptmenge in ng cDNA ih. monocytogene€GD-e nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose,
Mannose, Cellobiose oder Glycerin bis zu einegg von 0,8.

aufgefallen. Das von Im02683-2685 codierte putaBMes®® wird vor allem in Cellobiose-
haltigem MM sehr stark exprimiert (Abbildung 50)ardich PT$?"(Imo0096-0098) in
Glucose- und Mannose-haltigem MM. Die vergleichs&gjeringe Expression von Imo2685
ist vermutlich auf den Abbau der mRNA zurtck zu r&ih) denn Im02683-2685 wird
polycistronisch exprimiert, Imo2685 liegt am 5”-FEnaghd wird somit als erstes abgebaut. Die
Transkriptmenge von Imo1719/1720 liegt in Cellokitsltigem MM etwas niedriger als die
von Imo02683-2685, ist aber im Vergleich zu den koistoffquellen Glucose, Mannose und
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Glycerin vier bis funf mal starker exprimiert. Gdiose als Kohlenstoffquelle initiiert also
die Transkription von Imo01719/1720 und Imo2683-2685

D.3.2 Beta-Glucosid spezifische Phosphotransferasesysteme

Die bisherigen Daten legen die Vermutung nahe, dasart und/oder der Aufnahmeweg der
Kohlenstoffquelle eine starke Auswirkung auf diéAPAktivitdt haben. Schon Brehrat al.
fanden 1999 heraus, dass Insertionen in die Gesdéwd.ocus eine Auswirkung auf die
Expression der Virulenzgene haben. Bisher sindgedeine weitergehenden Studien uber
die sechs von Barabote und Saier 2005 annotierteco&e und Beta-Glucosid spezifischen
PTS erfolgt. Blast Suche mittels der bekannten Gesguenz voh. monocytogene&slaser

et al, 2001) und den von Barabote und Saier verwendéfetersuchungskriterien
(http://www.tcdb.org/) ergab folgende Daten:

L. monocytogenesodiert im Gegensatz Zt. coli oderB. subtilisund den meisten anderen
Bakterien fur kein vollstandiges PtsG (Gonzy-Trdbeti al, 1991; Mertinset al, 2007,
Postmaet al, 1989), jedoch fiir ein EIIA®, codiert von Imo1017. Weiterhin konnte das fiir
ein EIIBC codierende Imo1255 nach den Kriterien Barabote und Saier (2005) als hoch
homolog zu Glucose-spezifischen PTS geblastet wefélir vollstandige PTE codieren die
Gene Imo0027, Imo0738, Im01035, Imo2772 und Imo2{87B), wobei im apathogenen
StammL. innocuanur fir PT$(1in0026) codiert wird, welches homolog zu Imo0G& Die
ENA® von allen funf PTS sind hoch homolog zu Imo101&|cives wiederum homolog zur
ElIA Komponente des PtsG vda. coli ist. Zudem ist Imo1017 zu 47 % mit PtsG &us
subtilis identisch (http://genolist.pasteur.fr/SubtiLisbbildung 51 zeigt ein ClustalW
Alignment mit Blosum 62 als Matrix und Tabelle bgdie Ahnlichkeit und den Prozentsatz
an identischen Aminosauren zwischen PtsG FBwusoli und den EIIA Proteinen der Beta-
Glucosid-spezifischen PTS van monocytogenesieder.

10 20 30 0 50 [ 70 90
EITAGluc E. coli. ~MEBLFDKLKSIVSDD----KKDTGTI-EIIEGL

Lmol017.
Lmo0027.
Lmo0738.
Lmol035.
Lmo2772.
Lmo2787.

]_3r 14(' & 170 180

EIIAGluc E. coli.
Lmol017.
Lmo(027.
Lmo(738.
Lmol035.
Lmo2772.
Lmo2787.

T v I I.PLLEE]\A] S T
PI

SNQY LOVMITDA-KEAKLEERLITLVI-———————————
TDAYLLVLISDQ-KTVNYEDTLLTPVL-———————————
SATLACDVITVNLGKHVDNNQKILEARA-———————————

TNEYAVVEAREN-GIVTKGNGUMELRSEQNE————————
SEW}& TDDFLDIISEEKTTVRQGGRMLTLIPFNGKATNDMEVSY

Abbildung 51 ClustalW Analyse von PtsG alis coli mit den ElIA-Proteinen PTE von L. monocytogenes
Schwarz markierte Aminoséauren sind identisch, gnarkierte sind funktionell &hnliche Aminosauren.

ElIA von Identitat Ahnlichkeit
Imo1017 38,4% 57%
Imo0027 29,4% 49,7%
Imo0738 32,2% 53,1%
Imo01035 30,6% 52,6%
Imo2772 33,1% 53,1%
Imo2787 31,1% 48,6%

Tabelle 7 Prozentsatz der Identitat und Ahnlichkeit von P&GE. coli mit den EllA-Proteinen der PF€von
L. monocytogenes
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Da die vielen regulatorischen Funktionen von PtsG B coli bekannt sind, wurden die
genannten PTS-Gene in monocytogenesntersucht. Dabei war besonders der Einfluss der
Deletionen dieser Gene auf die Glucoseaufnahmeiestie Aufnahme anderer Zucker und
ein moglicher Zusammenhang mit der Regulation d&-Rktivitat von Interesse.

D.3.2.1 Herstellung von L. monocytogenes Deletionsmutanten

Mittels homologer Rekombination (siehe C8.12) bp M 1 2 3 4 5 6 7
wurden in-frame Deletionsmutanten der fur die
putativen PT8°Permeasen codierenden Gene
Imo0027, Imo0738, Imo1035, Imo2772 und Imo2787
hergestellt. Diese Methode wurde auch fir das
geblastete mdgliche Glucose-PTS EIIBC Imol1255
angewandt. Die Deletion von Imo01017 wurde von
Sonja Mertins in ihrer Promotionsarbeit durchgefihr i
Durch die Auswahl der Oligonukleotide im Bereich
der angrenzenden Gene (z.B. Imo0027-1 und .
Imo0027-2 siehe C.5.4) wurde der codierende Bereich
auf 10-20 Aminosauren reduziert und exprimiert sgPPildung 52 PCR-Produkte  der

. ) B ) eletionsmutanten mit den unter C.5.4
keine funktionstlichtige PTS-Permease mehr. Diggegebenen Primern fir 1) d1255, 2)
Deletionsmutanten werden im Folgenden als d002dq027, 3) d0738, 4) d1035, 5) d2772, 6)
d0738, d1035, d2772, d2787, d1255 und d10142787 und 7) Nachweis, dass das plsv-

. Plasmid nicht mehr ih. monocytogeneist.

beschrieben.
Die Deletionsmutanten wurden mittels PCR (Abbildus®) und Sequenzierung auf das
Fehlen des Gens getestet. Die Oligonucleotide fIrRCR wurden so gewahlt, dass nach
Deletion des Gens ein PCR-Produkt von gut 1000rbgyziert wird.

D.3.2.2 Wachstum und PrfA-Aktivitit der PTS®/°-Deletionsmutanten in
verschiedenen Kulturmedien

Als Kulturmedien fir die Versuche wurden BHI (brdieart infusion), Luria-Bertani (LB)
und ein definiertes Minimalmedium (MM, (Premaratteal, 1991)) ausgewahlt. Abbildung
54 zeigt die Wachstumskurven vom Wildtyp EGD-e uteh PT$"°-Deletionsmutanten
d0027, d0738, d1035, d2772, d2787, d1255 und di®BHI, LB mit Zugabe von 50 mM
Glucose oder Cellobiose und in MM mit 50 mM GlucdseBHI zeigt EGD-e ein Wachstum
mit einer Generationszeit von etwa 40 min. Die Eldeletion der verschiedenen Gene fir
PTS“-Permeasen aus dem Wildtyp hat keine Auswirkung dag Wachstum, und so
replizieren die Deletionsmutanten in BHI mit debssl Generationszeit wie EGD-e. Das
Wachstum in LB mit 50 mM Glucose oder Cellobiosee (Abbildung ist reprasentativ fir
beide Zucker) zeigt prinzipiell ein ahnliches Bilie in BHI. Der Wildtyp reproduziert in LB
mit 50 mM Zucker mit einer Generationszeit von 5h retwas langsamer als in BHI und
erreicht die stationdre Phase zu einem spéaterdpunét als in BHI. Die Deletionsmutanten
zeigen keinen Unterschied im Wachstum zum WildtgpMM mit 50 mM Glucose wéchst
EGD-e wie schon in D.2.1 mit EGD gezeigt am langstam und bendtigt etwa 140 min fr
einen Replikationszyklus. Von den Deletionsmutarsgmeint nur d1255 etwas langsamer als
der Wildtyp zu wachsen, was aber im Rahmen dekestabchwankungen des Wachstums in
MM nicht signifikant ist.
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Abbildung 54 Wachstum von EGD-e und den PIS MM + 50mM Glucose

Deletionsmutanten d0027, d0738, d1035, d2772, d2787 2 -
d1255 und d1017 in BHI, LB mit 50 mM Glucose oder16 ,
Cellobiose und in MM mit 50 mM Glucose

0 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Zeitinh
——EGD-e doo27 ——d0738 ——d1035
—8—-d2772 —e—d2787 —m—d1255 —4—d1017

Frihere Daten von uns und anderen Arbeitsgruppeeh(Bet al, 1999; Eisenreiclet al,
2006; Mertinset al, 2007) deuteten immer wieder darauf hin, das®\dieind die Aufnahme
der Kohlenstoffquelle eine Auswirkung auf die
PrfA-Aktivitat haben konnten. Daher wurden
mit den Deletionsmutanten nach Wachstum in
BHI und MM versetzt mit 50 mM Glucose bis ¢
ODgoonm VONn 1,0 Tests der hamolytischen §
Aktivitat  durchgefuhrt. Die  hamolytische
Aktivitat in LB ist nicht detektierbar, da LB wie

in D.2.3 gezeigt die PrfA-Aktivitat stark °
reprimiert. Abbildung 53 zeigt die gemessenen
Werte der hamolytischen Aktivitat. In BHI
zeigen die PTS-Deletionsmutanten eine
leichte ErhGhung in der hamolytischen Aktivitat ¢
gegeniiber EGD-e, wobei die von d2787 ams$
starksten ist. Die Erh6éhung von d1017 und
d2787 wurden schon vorher beschrieben (Brehm
et a|'1 1999; Mertins, 2008) Dennoch sind diese i EGD-e d0027 d0738 d1035 d2772 d2787 d1255 d1017
Erh6hungen der PrfA-Aktivitat so gering, dassabpildung 53 Hamolytische Aktivitat von
nicht eindeutig zu klaren ist, ob die Ursache di&GD-e, d0027, d0738, d1035, d2772, d2787,
Deletion der PTS-Gene ist, oder naturl|che‘,3/|1|\ﬁ55t“5”(;JI n‘:bogugggg t\)’l\gaggas;:”\‘m'g 18'(')” und
Schwankungen im Hamolysetest. d1255 ist der

einzige Stamm, der keine Erh6hung der PrfA-Aktivaéfweist. Bei den Proben aus MM mit
50 mM Glucose zeigen nur d2787 und d1017 eine tei&rhohung der hamolytischen
Aktivitat gegentuber EGD-e. Alle anderen Stamme aeigine dem Wildtyp ahnliche oder
sogar leicht verringerte Hamolyse.

06 1 BHI

0,2 -

EGDe d0027 d0738 d1035 d2772 d2787 d1255 d1017

MM + 50 mM Glucose

0,4
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Fur den Wildtyp EGD-e und eine PTS-Deletionsmutantede das Wachstum abhangig von
der Glucosekonzentration getestet (D.3.3.2). Dabatide festgestellt, dass sich fir die
Untersuchung der Glucoseaufnahme 10 mM Glucose iadilvin besser eignen, da bei
hoheren Konzentrationen das Wachstum nicht besstflwird. Aus diesem Grund wurden
die PTS'-Deletionsmutanten auf ihr Verhalten in Minimalmeui auch mit der geringeren
Zuckerkonzentration getestet. Abbildung 55 zeigt\Wlachstumskurven von EGD-e und den
PTS’*-Mutanten in Minimalmedium mit 10 mM Glucose odern®M Cellobiose. Mit
Cellobiose wurde eine geringere Konzentration gdéwéh ein Cellobiose Molekil aus zwel
beta-glykosidisch verbundenen Einheiten Glucostehes

16 - 16 -

10 mM Glucose 5 mM Cellobiose
1.2 1.2
£ ¥
0.8 - £038
a
o
04 - 0.4 -
L '
0 ! ! ! ! ! ! ! 0 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zeitinmin Zeitinmin
——EGDe d0027 ——d0738 —<—d1035 ——EGDe d0027 ——d0738 ——d1035
—u—d2772 —e—d2787 —=—(d1255 ——d1017 —=—d2772 —e—d2787 —=—d1255 ——d1017

Abbildung 55 Wachstum von EGD-e und den PF®eletionsmutanten d0027, d0738, d1035, d2772, H2d8255
und d1017 in MM mit 10 mM Glucose oder 5 mM Cellode

Das Wachstum der Deletionsmutanten d0027, d07383%1d2772, d2787 und d1017
unterscheidet sich in beiden untersuchten Mediehtniom Wildtyp. Die Wachstumskurve
verlauft ahnlich der in 50 mM Glucose, es gibt jed@wei Unterschiede: erstens wird die
stationédre Phase schon bei einerggfh von 1,1 in 5 mM Cellobiose und 1,2 in 10 mM
Glucose erreicht, zweitens zeigt die Deletion vionw1255 sowohl in Glucose als auch in
Cellobiose eine Verringerung des Wachstums. Diee@tionszeit in MM mit 10 mM
Glucose verlangert sich von rund 115 min im Wildtypd den anderen Deletionsmutanten
auf 140 min bei d1255. Diese Generationszeiten kimder als in MM mit 50 mM Glucose,
werden aber nach einer deutlich langeren Lag-Paas&ht. Das heil3t, dass das Wachstum
in 10 mM Glucose im Vergleich zu 50 mM trotzdemlaegsamt ist. Bei Wachstum in 5 mM
Cellobiose verlangert sich die Generationszeit gbwa 125 min beim Wildtyp auf fast 160
min in der d1255 Mutante. Im Hamolysetest (Dateohhigezeigt) sind keine weiteren
Auffalligkeiten zu erkennen, und die Daten &hneéneh aus MM mit 50 mM Glucose
(Abbildung 53). Nur die hdmolytische Aktivitat vali255 verringert sich leicht.

D.3.2.3 %C-Glucose-Aufnahme der PTS®'°-Deletionsmutanten

Um die Geschwindigkeit der Glucoseaufnahme vom Wifild und den PT%"-
Deletionsmutanten zu bestimmen wurde die Methode"i=Glucoseaufnahme verwendet.
Dazu wurden die Stamme in LB mit 50 mM Glucose ®i3s00nm von 0,4 und 1,0 vermehrt
und die Proben wie unter C.10.4 angegeben behariatth Zugabe vor*C-markierter
Glucose in einem 2 mM Gemisch vBiC- und**C-Glucose wurde 90 Sekunden lang alle 15
Sekunden die Gesamtmenge der aufgenontfi@markierten Glucose gemessen.
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Abbildung 56 zeigt reprasentativ das
Resultat der Messungen nach Wachstu
bis zu einer Okyonm Von 1,0 da sich die
Ergebnisse der Messungen bei den zwe
ODs nur in der Menge der

aufgenommenen Glucosemolekile und
nicht in der Geschwindigkeit zwischen
den Stammen unterscheiden. 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Es ist deutlich erkennbar, dass sich die +EGD_E @ dOOZYAOZeiti_nged%;Bg 2(11035 10
Deletion der PTS® und von Imol255  —=d2772  —e-d2vs7  —=-di2ss

nicht auf die Glucoseaufnahme aUSWIrktAbbildung 56 '“C-Glucoseaufnahme von EGD-e und

da alle Stamme mit der gleichengen pT§*© peletionsmutanten d0027, d0738, d1035,
Geschwindigkeit Glucose aufnehmen wiel2772. d2787 1d d125¢

der Wildtyp EGD-e.

210 4
@

=

8 -
. 6
4

2

Mio Molekiile Glticose/.

D.3.3 Mannose-spezifische Phosphotransferasesysteme

Es ist bekannt, dass auch Mannose-spezifische P'l[)% M 1 2 3 4 5
fur die Glucoseaufnahme in Listerien von Bedeutung Fr=y X X K 3
sein konnten (Daletet al, 2001). Zur genaueren
Untersuchung dieser PTS-Permeasen wurden von den
vier putativen PT%¥*" (Imo0021-0024, Imo0096-0098,
Imo0781-0784 und Im01997/Imo2000-2002) In
monocytogeneEGD-e Deletionsmutanten hergestellt. P
Mittels homologer Rekombination (siehe C.8.12)*
wurden in-frame Deletionsmutanten der komplettens
PTS-Permeasen erzeugt und die Deletionsmutanten im
Folgenden als d0021-4, d0096-8, d0781-4 ungbbildung 57 PCR-Produkte der P&
d1997/2000-2 beschrieben. Zudem wurde eirféeletionsmutanten mit den unter C.5.4
Deletionsmutante von allen vier P13 hergestellt 38832_6;859;0;;?:% Lufgéé,%?%zzldgaé_)
und als ManPTS bezeichnet. Durch die Auswahl der

Oligonukleotide im Bereich der angrenzenden GenB. (fno0021-1 undimo0024-2 siehe
C.5.4) wurde der codierende Bereich auf 10-20 Asdémoen reduziert und exprimiert so
keine funktionstiichtige PTS-Permeasen mehr. Diestidelsmutanten wurden mittels PCR
(Abbildung 57) und Sequenzierung auf Fehlen der-B€Se getestet. Die Oligonucleotide
fur die PCR wurden so gewahlt, dass nach Deletesn@ens ein PCR-Produkt von gut 1000
bp produziert wird.

e e gy e N e

D.3.3.1 Wachstum und PrfA-Aktivitat der PTSY*"-Deletionsmutanten in
verschiedenen Kulturmedien

In den Kulturmedien BHI (brain-heart infusion), LB.uria Bertani) und dem nach
Premaratnet al definierten Minimalmedium (MM) supplementiert r6® mM Glucose oder
Mannose wurden Wachstumskurven vom Wildtyp EGD-¢ den PT&*"Deletionsmutanten
d0021-4, d0096-8, d0781-4, d1997/2000-2 und deretidelsmutante aller vier P¥&-
Permeasen (ManPTS) hergestellt. Bei einer g von 0,8 wurden Proben der
Gesamtzellsuspension abgenommen und die hamolgtisktivitat nach dem Protokoll C.12
gemessen.
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In BHI (Abbildung 58) wachst die
Deletionsmutante d1997/2000-2 mit
einer Generationszeit um 40 min wie
der Wildtyp und zeigt keinerlei -
Wachstumshemmung  durch  die §12
Deletion dieser PTE"-Permease. ° os
Die Deletionen von Imo0021-0024,
Imo0096-0098 und Imo0781-0784
verlangern die Generationszeit auf
etwa 46 min und zeigen zudem eine _,_ ...
langere Lag-Phase. Die Deletion aller —<d0781-4
vier PT$™ in der ManPTS Mutante Abbildung 58 Wachstum von EGD-e und den PFS
erhoht die Generationszeit nichtDeletionsmutanten d0021-4, d0096-8, d0781-4, dT9@O0-2

. . . . und ManPTS in BHI
weiter und bleibt bei 46 min.
In LB als Kulturmedium mit 50 mM Glucose versetaigen die Stamme ein ahnliches
Wachstum der Mutanten wie in BHI. Der Hauptunteisdhiegt vor allem darin, dass in der
logarithmischen Wachstumsphase alle Stamme mitr e@enerationszeit von 46 min
wachsen. Das in Abbildung 59 zu erkennende vemriag&achstum von d0021-4, d0096-8,
d0781-4 und ManPTS basiert also nur auf einer ngdéen Lag-Phase. Auffallig ist zudem,
dass d0781-4 in der Mitte der logarithmischen Plpd&lich schneller wachst. In LB mit 50
mM Mannose als zusatzliche Kohlenstoffquelle zegiyth ein &hnliches Bild. Die
Generationszeit fast aller Stamme liegt um 45 N die Deletion von Imo0781-0784 hat
eine starkere Auswirkung auf das Wachstum in LBMannose, da sich die Generationszeit
in diesem Stamm auf 49 min erhéht und das in GRieudfallig verstarkte Wachstum nicht
auftritt.
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Abbildung 59 Wachstum von EGD-e und den P*#SDeletionsmutanten d0021-4, d0096-8, d0781-4,
d1997/2000-2 und ManPTS in LB mit 50 mM Glucose Mahnose

Das Wachstum in Minimalmedium wurde nach einemtShis BHI bei einer O§onm von
0,3 bis 0,4 durchgefuhrt, um die lange Lag-Phase Wachstum zu umgehen. Im MM
kénnen die Bakterien nur die zugegebene Kohlergieffe verwenden, da im Grundmedium
keine verwertbare Kohlenstoffquelle vorhanden Adibildung 60 zeigt das Wachstum der
PTS"¥"Deletionsmutanten in MM mit 50 mM Glucose oder A Mannose als einziger
Kohlenstoffquelle.

110



Ergebnisse

24 1 MM + 50mM Glucose MM + 50mM Mannose
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Abbildung 60 Wachstum von EGD-e und den P*%%Deletionsmutanten d0021-4, d0096-8, d0781-4,
d1997/2000-2 und ManPTS in MM mit 50 mM Glucose Mahnose

Bei Wachstum mit 50 mM Glucose und auch mit 50 mManklose als einziger
Kohlenstoffquelle ist d0021-4 die am langsamstenhsande Mutante und hat bei der Shift-
Methode eine Generationszeit von etwa 150 min. \Wédtyp und alle anderen Mutanten
wachsen mit einer Generationszeit um 140 min. Brssheint angesichts der in D.2.1E.2.1
festgestellten Generationszeit von 100 min bei E&Dr langsam. Zudem zeigen die
Deletionsmutanten der putativen Glucose aufnehnren&d $'*"(Imo0096-0098) und
PTS"¥(Im00781-0784) und vor allem ManPTS im VergleichmzWildtyp eine sehr lange
Generationszeit. Die BHI-Shift-Methode ist daherniger geeignet fiur ein Wachstum in
MM.

Von allen untersuchten Stammen wurden in BHI und b einer OlyonmVvon 0,8 Proben
abgenommen und die hamolytische Aktivitat gemedSenErgebnisse sind in Abbildung 61

dargestellt.

25 2,5
BHI MM + 50 mM Glucose ’

2,0

15 15 -

& €
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i i i i ” i i
: : : 0,0 0,0 . . . .

EGDe d0021-4 d0096-8 d0781-4 d1997 ManPTS EGDe d0021-4 d0096-8 d0781-4 d1997 dMan-PTS EGDe  d0021-4 d0096-8 d0781-4 d1997 Man-PTS
2000-2 d2000-2 d2000-2

MM + 50 mM Mannose

Abbildung 61 Hamolytische Aktivitat von EGD-e und den P#3Deletionsmutanten d0021-4, d0096-8, d0781-
4, d1997d2000-2 und ManPTS nach Wachstum in BHIMM mit 50 mM Glucose oder Mannose bis 8m
von 0,8

In BHI erhoht sich die Aktivitdt von PrfA und sondie Menge an LLO in den Mutanten
d0096-8, d1997/2000-2 und ManPTS leicht gegenlubker Wildtyp EGD-e. Die Deletion
von Imo00021-0024 und Imo0781-0784 verringert dagede PrfA-Aktivitat leicht. Nach
Wachstum in MM mit 50 mM Glucose ergibt sich furo@2-4 und d0781-4 ebenfalls eine
verringerte hamolytische Aktivitdt im Vergleich ZaGD-e. Die Mutante d1997/2000-2
verhalt sich wie der Wildtyp und d0096-8 und ManPZ&gen eine leicht erhdhte PrfA-
Aktivitat. Das Bild ist in MM mit 50 mM Mannose fagleich. Hier verandert sich nur die
hamolytische Aktivitdt von d0781-4 im Vergleich zu@lucose-haltigem MM, denn die
hamolytische Aktivitat entspricht hier wieder denelén des Wildtyps und ist nicht
verringert.
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D.3.3.2 Bestimmung der optimalen Glucosekonzentration im Medium

Die Ublicherweise im Labor verwendete Glucosekotragion im Minimalmedium kdnnte fur
die Untersuchung der wichtigsten Glucose-aufnehmen@TS zu hoch sein. Schon 1998
wurde von Clineet al. (Cline et al, 1998) die Glucosekonzentration im Blutplasma ehita
10 mM und im Muskel mit zirka 1 mM gemessen. Diewendete Menge von 50 mM
unterscheidet sich also stark von der im Wirtlfimonocytogenesur Verfiigung stehenden
Glucosemenge. Um die fur Versuche optimale Konatéiom an Glucose im MM zu
bestimmen wurde das Wachstum von EGD-e und der W&asbeletionsmutante in MM mit
5, 10, 25 und 50 mM Glucose untersucht.

16 4
5mM 16 10mm 25mM 16 50mM

1 12 21 12
H § Sos H
308 - 208 o 308
8 8 ° 15
0.4 04 04 04 -
0 . "

0 . y o Y 0
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Abbildung 62 Wachstum von EGD-e und der PP&Deletionsmutante ManPTS in MM mit 5, 10, 25 und 50
mM Glucose

Abbildung 62 zeigt, dass die Deletionsmutante M&RT MM mit 50 mM Glucose sich
sogar schneller vermehrt als EGD-e und mit 25 migichl gut. Sind nur noch 10 mM
Glucose im Medium verlangsamt sich das WachstumManPTS im Vergleich zu EGD-e
und das Wachstumsmaximum der Stdmme sinkt vogudavon 1,6 auf 1,2. Mit nur 5 mM
Glucose im Medium wachst ManPTS deutlich langsaaierder Wildtyp. Beide Stdamme
erreichen jedoch nur noch ein WachstumsmaximumoegRvon 0,8. Nach den Daten von
Cline und um auch eine ausreichende logarithmidehase zu erreichen wurde fur die
folgenden Versuche mit 10 mM Glucose im Medium be#ret. Proben wurden mit der neuen
Zuckerkonzentration bei Qighnmvon 0,6 abgenommen.

D.3.3.3 Verhalten der PTSM?"-Deletionsmutanten in MM mit 10 mM
Zucker

Mit dem Wildtyp EGD-e, den PT8"-Einzeldeletionsmutanten (d0021-4, d0098-8, d0781-4
d1997/2000-2) und der Komplettmutante (ManPTS) waorchun Wachstumskurven in
Minimalmedium mit 10 mM Glucose und Mannose durdtigeg. Die Stamme wurden in
BHI Uber Nacht kultiviert, anschlieRend zentrifugie einmal mit Minimalmedium
gewaschen, in das MM uberfuhrt und auf eines§af3, von mindestens 0,1 eingestellt. Nach

1,6 - 1,6 -
10 mM Glucose 10 mM Mannose
1,2 - 1,2
£
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Abbildung 63 Wachstum von EGD-e und den P*%%Deletionsmutanten d0021-4, d0096-8, d0781-4,
d1997/200-2 und ManPTS in MM mit 10 mM Glucosed Mannose
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zwei Stunden wurde der erste Messwert genommens Dewahrleistete eine gleiche
Behandlung aller Stamme und fir MM gut reproduaegbdVNachstumskurven. Zur Messung
der hamolytischen Aktivitat wurden bei @anmvon 0,6 Proben abgenommen.

Abbildung 63 zeigt die erhaltenen Wachstumskurvien.Minimalmedium mit 10 mM
Glucose wachsen der Wildtyp und d1997/200-2 mierf@enerationszeit um 120 min. Die
Deletionsmutanten der PTS-Permeasen codiert von002160024 und Imo0781-0784
wachsen mit einer Generationszeit von knapp 150 omd d0096-8 und ManPTS verdoppeln
sich in der logarithmischen Wachstumsphase in ai8@min. Auffallig ist zudem die erhéhte
stationédre Phase der Deletionsmutanten im Vergleieh Wildtyp und zu d1997/2000-2.
Daneben wird deutlich, dass die Deletionsmutaraefér d1997/2000-2) verglichen mit dem
Wildtyp eine langere Lag-Phase aufweisen. In MM DOitmM Mannose hat der Wildtyp eine
Generationszeit von rund 145 min, gefolgt von d12902 und ManPTS mit etwa 155 min.
Letztere wachst nach einer sehr langen Lag-Phasgéatbeschneller als d0096-8, welche wie
d0021-4 eine Generationszeit von etwa 170 min asfwBer Unterschied zwischen diesen
zwei Stammen ist die deutlich langere Lag-Phased@®®96-8. Die in 10 mM Mannose am
langsamsten wachsende Mutante ist d0781-4 mit sieler langen Lag-Phase und mit einer
Generationszeit von rund 190 min in der logaritluinén Phase.

Die Daten in Minimalmedium mit 10 mM Zucker zeigen Vergleich zu den Daten mit 50
mM (D.3.3.1) deutlicher, dass die Deletion bestiemRT$*-Permeasen eine Auswirkung
auf die Glucose- oder Mannoseaufnahme haben. AuWEchstum in Minimalmedium mit 5
mM Cellobiose haben die Deletionen keinen Einflidas Wachstum &hnelt dem in BHI, das
heil3t aul3er d1997/2000-2 wachsen alle Mutantensetarsgsamer als der Wildtyp (Daten
nicht gezeigt).

Die Daten der Hamolysetests (Abbildung 64) von E€&DRd den PT$"Deletionsmutanten
nach Wachstum in MM mit 10 mM Glucose oder Mannzeigen ein ahnliches Bild wie mit
50 mM Zucker (Abbildung 61). Von den aus Glucosedneer OQonmVvon 0,6 gewonnenen

OD543nm
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2,5 1 2,5 -
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EGD-e  d0021-4 d0096-8 d0781-4 d1997 ManPTS EGD-e d0021-4 d0096-8 d0781-4 d1997 ManPTS
2000-2 2000-2

Abbildung 64 Hamolytische Aktivitat von EGD-e und den P¥%Deletionsmutanten d0021-4, d0096-8, d0781-

4, d1997/200-2 und ManPTS nach Wachstum in MM mit 10 mM Glucosd Mannose bis Cgnann VON 0,6
Proben hat d0021-4 die geringste PrfA-Aktivitat Mergleich zu EGD-e, d0781-4 und
d1997/2000-2 verhalten sich wie der Wildtyp und @®8 sowie ManPTS zeigen die starkste
hamolytische Aktivitdt. Nach Wachstum in MM mit XM Mannose ergibt sich fast das
gleiche Bild. Die PrfA-Aktivitat nach Wachstum in MI mit 5 mM Cellobiose ist beim
Wildtyp und bei den meisten Mutanten auf ein Minimueprimiert. Nur d0096-8 und
ManPTS zeigen eine leichte Hamolyse (Daten nicheigg).
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D.3.3.4 !%C -Glucoseaufnahme der PTS"*"-Deletionsmutanten

Fur die Messung der Geschwindigkeit der Glucosedufre vom Wildtyp und den P¥%-
Deletionsmutanten wurde die Methode d&-Glucoseaufnahme verwendet. Dazu wurden
die Stamme in LB mit 50 mM Glucose bis @kmvon 0,4 und 1,0 vermehrt und die Proben
wie unter C.10.4 angegeben behandelt. Nach Zugah&'@-markierter Glucose in einem 2
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Abbildung 65 “C-Glucoseaufnahme von EGD-e und den ¥ ®eletionsmutanten d0021-4, d0096-8, d0781-
4, d1997/2000-2 und ManPTS.

mM Mix mit normaler **C-Glucose wurde 90 Sekunden lang alle 15 Sekunden d
Gesamtmenge der aufgenommé@-markierten Glucose gemessen. Abbildung 65 zegt d

erhaltenen Daten fir die Geschwindigkeit der _ _
. . ki | Steigungen 0,4  Steigungen 1,0

Glucoseaufnahme. Legt man Uber die Messwerte eingsp-e 0.0468 0.0482
Trendlinie mit Schnittpunkt Null, lasst sich die [d9021-4 0.0856 0.0614
. . . d0096-8 0.0175 0.0207
Steigung berechnen. Tabelle 8 zeigt die Daten d€fy7514 00155 0013
Steigungen und wie schon beim Betrachten degp1997/2000-32  0.0696 0.0658
ManPTS 0.0146 0.0176

Abbildung deutlich wird nimmt d0021-4 Glucose mit velle 8 Ste - dd

. . abelle eigung von -e un en
einer Steigung von 0,0856 bzw. 0,0614 am SChnBIIStéTS"'"‘"-DeIetionsmutanten d0021-4,
auf, gefolgt von d1997/2000-2 und dem Wildtyp EGDd0096-8, d0781-4, d1997/2000-2 und
e. Mit deutlichem Abstand folgen  dieManPTS wahrend Messung défC -
Deletionsmutanten d0096-8, d0781-4 und ManpPT§!ucoseauinahme bei Qgnm von 0.4

. .. . . uhd 1,0.

wobei auffallt, dass sich die Glucoseaufnahme-
geschwindigkeit von d0781-4 im Gegensatz zu deni amderen Deletionsmutanten von

ODsoonm0,4 zu 1,0 nicht verbessert und mit einer Steigeorg0,013 nur sehr gering ist.

D.3.3.5 Expressionsmuster der auffilligen PTS"*"-Deletionsmutanten

Die Real Time Daten aus D.3.1.3 und frihere Untdrgngen von Dalett al (2001) legten
die Vermutung nahe, dass vor allem das 'Y*(Bno0096-0098) wichtig fir die
Glucoseaufnahme sein konnte. Die Deletion dieseB-P@&rmease zeigte aber nur eine
geringe Wachstumsverzdogerung in Form einer veri@egelLag-Phase (D.3.3.3). Die
Generationszeit dieser Mutante und der Deletionanataller PT$" (ManPTS) wich kaum
vom Wildtyp ab. Trotzdem zeigte sich eine Auswirguauf die hadmolytische Aktivitat in
diesen Stdmmen im Vergleich zum Wildtyp. Von denWachstum nur leicht auffalligen
Mutanten zeigten in défC-Glucoseaufnahme vor allem d0096-8, d0781-4 uadVinPTS-
Deletionsmutante eine stark verminderte Glucosedune (D.3.3.4).
Mit speziell hergestellten PTS-Microarrays wurde Bxpression aller PTS-Gene und die der
PrfA-abhangigen Virulenzgene in den Deletionsmu@ard0096-8, d0781-4 und ManPTS im
114



Ergebnisse

Vergleich zum Wildtyp aufgezeigt. Die Stamme wurdifir in MM mit 10 mM Glucose bis
zu einer ORQyonm VONn 0,6 gezogen, RNA isoliert und nach C.18 wbgbandelt. Bei der
Auswertung der Microarrays wurdpoB als Kontrolle verwendet und die Werte fir diesen
Spot auf 1,0 normalisiert.

Tabelle 9 Vergleichende Expressionsanalyse der Gene codidigmprfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und einiger PTS-Gene in monocytogeneEGD-e d0096-8, d0781-4 und ManPTS im Vergleich Mitdtyp
EGD-e nach Wachstum in MM mit 10 mM Glucose versatza. steht fir unter diesen Bedingungen nicht
detektierbare Gene

Gen- d00968/ d0781-4/ ManPTS/ Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/ListiList/
name EGD-e EGD-e EGD-e

Imo0200 1.33 1.09 1.26 prfA - listeriolysin positive regulatory protein

Imo0201 1.45 1.01 1.24 plcA - phosphatidylinositol-specific phospholipase ¢

Imo0202 1.62 1.32 1.38 hly - listeriolysin O precursor

Imo0203 1.14 0.88 2.86 mpl - Zinc metalloproteinase precursor

Imo0204 1.43 1.19 1.77 actA- actin-assembly inducing protein precursor

Imo0205 1.48 1.17 1.93 plcB - phospholipase C

Imo0433 1.49 1.16 1.60 inlA - InternalinA

Imo0434 1.58 1.33 2.57 inIB - InternalinB

Imo0838 4.32 3.69 8.51 uhpT - highly similar to hexose phosphate transportgino

Imo1786 1.77 1.03 4.86 inlC - Internalin C

Imo0027  59.42 50.35 41.26 similar to PTS system, beta-glucosides specifiemz
IIABC

Imo0096 0.01 0.01 0.05 similar to PTS system mannose-dpefittor IIAB

Imo0097 0.01 0.02 0.05 similar to PTS system mannose-specific, factor |1IC

Imo0098 0.00 0.02 0.04 similar to PTS system mannose-dpefattor 11D

Imo0426 3.72 2.35 2.33 similar to PTS fructose-specific enzyme IIA compane

Imo0427 3.78 2.74 2.54 similar to PTS fructose-specificyane [IB component

Imo0428 4.29 2.59 2.83 similar to PTS fructose-specific enzyme |[IC compune

Imo0781 2.47 0.04 0.16 similar to mannose-specific phogpinsferase system (PTS)
component 11D

Imo0782 2.65 0.01 0.05 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$§PTS)
component IIC

Imo0783 2.16 0.01 0.04 similar to mannose-specific phospinsferase system (PTS)
component |IB

Imo0784 1.85 0.01 0.06 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS)
component IIA

Imo1997 2.73 n.a. n.a. similar to PTS mannose-specific exzllA component

Imo2000 3.31 3.48 n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme IID compbnen

Imo2001 2.97 3.40 n.a. similar to PTS mannose-specific emzitC component

Imo2002 2.84 2.26 n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme 1I1B componen

Imo2797 4.76 411 2.92 similar to phosphotransferase systammitol-specific
enzyme IIA

Imo2799 8.99 n.a. 3.67 similar to phosphotransferase system mannitol-§ipeci
enzyme |IBC
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Die Daten in Tabelle 9 und im Anhang Tabelle 1gerj dass die Transkriptmenge yohA

in den Deletionsmutanten d0096-8, d0781-4 und M&lkaum verschieden zum Wildtyp ist.
In den zwei Einzelmutanten ist nur der Hexose-PhatspransporteruhpT) hochreguliert,
wobei alle PrfA-abhangigen Gene in d0096-8 im Vel zu d0781-4 starker exprimiert
sind. Die htchste Expressionsrate der PrfA-abh&mgig

Gene weist die ManPTS-Deletionsmutante auf, denn™®

zusatzlich zwhpT sind hier auch noch die Genepl,

inIB undinlC eindeutig hochreguliert. z
Bei den PTS-Genen kann man deutlich die Deletionen
erkennen, da die Gene die deletiert sind in den .
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp nicht exprimiert - - e
sind. Auffallig ist hierbei, dass in d0781-4 zudiégtr appildung 66 Expressionsstarke der
Imo0096-0098 auf Null herrunterreguliert ist. PCRGene codierend fiir P’PS Angegeben
Analysen (Daten nicht gezeigt) haben aber eld%Nd':V%itl’_'!drigengcrstgzker'npeté”ggfU'E 4
Deletion von Imo0096-8 in d0781-4 ausgeschlossen. 30096_8 nach Wachstum in MM mit 50
d0096-8 sind dagegen die Gene fur fﬂafqﬁm0078l- mM Glucose bis zu einer QRnm Von
0784) angeschaltet, sowie in beiden Einzef28

Deletionsmutanten PT8%(Im01997/2000-2002). Zusatzlich ist noch ein Pf{Bno0426-
0428) in allen drei untersuchten Mutanten hochiegulsowie eine Mannitol-spezifisches
PTS-Permease codiert von Imo2797 und Imo2799. Affalagsten ist jedoch in allen drei
Deletionsmutanten die starke Hochregulation (4G b0-fach) des im Wildtyp kaum
exprimierten PTS%(Imo0027). Die starke Hochregulation von Ff@mo0027) wurde fiir
d0096-8 auch in Real Time Analysen nach WachstumMiM mit 50 mM Glucose
(Abbildung 66), LB und BHI (Daten nicht gezeigt)ch@ewiesen.

100,00

10,00

D.3.3.6 Verhalten der PTS"?"-Deletionsmutanten mit d0027

Das auffalligste Gen im Expressionsmuster der elsmutanten von PT8(Imo0096-
0098), PT¥*(Im00781-0784) und ManPTS war die Pf$ermeaseodiert von Imo0027
(D.3.3.5). Dieses ist in den Deletionsmutanten imrgleich zum Wildtyp EGD-e stark
hochreguliert, obwohl das Gen im Wildtyp fast gehhexprimiert ist und auch eine Deletion
keine Besonderheiten zeigt (D.3). Jedoch steht 02@0offenbar unter Katabolitrepression,
da es nach Wachstum in Minimalmedium mit Glyceds @inziger Kohlenstoffquelle eine
leichte erhdhte Transkriptmenge nachweisbar isb{ldbng 47).

Imo0027 wurde nun in den EGD-e Deletionsmutanten Pd 3" (Imo0096-0098), einer
PTS"¥(Im00096-0098) und PT%"(Imo0781-0784) Doppelmutante und ManPTS deletiert.
Die Mutanten werden wie folgt bezeichnet: dO096e®2¥, d0096-8 d0781-4 d0027 und
ManPTS d0027. In Wachstumsuntersuchungen, Hamebtsetind Microarrays wurden diese
Mutanten charakterisiert.

Das Wachstum in BHI (Daten nicht gezeigt) andech sdurch die Deletion von Imo0027
nicht und ist vergleichbar mit den Daten in Abbidu58. In Minimalmedium mit 10 mM
Glucose (Abbildung 67) zeigen sich deutliche Urdieisde. Durch die Deletion von Imo0027
in d0096-8 verringert sich das Wachstum leicht dielGenerationszeit verlangert sich von
knapp 180 min auf gut 190 min. Bei den Deletionsamtegn d0096-8 d0781-4 d0027 und
ManPTS d0027 ist die Auswirkung wesentlich stark@ie Generationszeit verlangert sich
von 180 min bei ManPTS auf gut 260 min und die Mtea brauchen eine viel langere Zeit
um die stationare Phase zu erreichen. In Minimalomednit 10 mM Mannose ergibt sich
dagegen ein ganz anderes Bild. Die Deletion vonOB23@ verandert in keinem Fall die

116



Ergebnisse
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Abbildung 67 Wachstum von EGD-e und den PTS Deletionsmutan@i9@t8, d0096-8 d0027, d0096-8
d0781-4 d0027, ManPTS und ManPTS d0027 in MM mitr Glucose und Mannose

Generationszeit. Das Wachstum in MM mit 10 mM (albge (Daten nicht gezeigt) wird

wiederum von allen Deletionen im Vergleich zu EGDieht beeinflusst.

Die Daten der Hamolysetests (Abbildung 68) zeigkrss die Deletion von Imo0027 bei allen
drei Mutanten zu keiner héheren hamolytischen Afdivfuhrt. Bei ManPTS d0027 nach

Wachstum in MM mit 10 mM Glucose und bei allen dviitanten nach Wachstum in MM

mit 10 mM Mannose sieht es sogar nach einer leicMerringerung der hamolytischen

Aktivitdt aus. Dies ist aber auch auf die starkeochv@ankungen der Hamolysetests
zurtckzufihren. Generell kann man sagen, dasseal&tibn von Imo0027 die Hamolyse nach
Wachstum in Minimalmedium nicht weiter verstarktefe auch Abbildung 53). Dieses

Ergebnis unterscheidet sich auf Grund der versehiea verwendeten Methoden von den
Microarraydaten in Tabelle 10.

307 10 mM Glucose 3.0 7 10 mM Mannose
2.5 25
2.0 - 2.0
£ E
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0.5 0.5 7
0.0 - 0.0
EGD-e d0096-8 ManPTS ManPT®0096-8 d0096-8 EGD-e d0096-8 ManPTS ManPT$0096-8 d0096-8
40027 d0027 do78la d0027 d0027 d0781-4

Abbildung 68 Hamolytische Aktivitdt von EGD-e und den PTS-Pexsan-Deletionsmutanten d0096-8, d0096-
8 d0027, d0096-8 d0781-4 d0027, ManPTS und ManFO®2d nach Wachstum in MM mit 10 mM Glucose
und Mannose bis Cgponn VON 0,6

Die Deletionsmutanten ManPTS d0027 und d0096-8 #@7&0027 zeigen eine starke
Hemmung des Wachstums in Glucose-haltigem MM, @nmezi aber immer noch (wenn auch
nach langerer Zeit) die stationare Phase. Offenlsaiden weiterhin andere PTS-Permeasen
aktiviert oder sind aktiv um Glucose aufzunehmem &lnen besseren Einblick in das PTS-
Permeasen-Expressionsmuster der Mutanten zu erhvaltelen PTS-Microarrays von d0027,
d0096-8 d0027, d0096-8 d0781-4 d0027 und ManPT2d@tt cDNA aus RNA isoliert bei
OD600nm von 0,6 hergestellt. Tabelle 10 und Tal#léAnhang) zeigen die Daten.
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Tabelle 10Vergleichende Expressionsanalyse der Gene codidiriprfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und einiger PTS-Gene ih. monocytogene&€GD-e d0027, d0096-8 d0027, d0096-8 d0781-4 dOod2F
ManPTS d0027 im Vergleich zum Wildtyp EGD-e nachdh&um in MM mit 10 mM Glucose, n.a. steht fur
unter den Bedingungen nicht detektierbare Gene@aigbeschreibung ist Tabelle 13 im Anhang zu embesh

Genname doo27/ d0096-8 d0027/ d0096-8 d0781-4 d0027/ ManPTS d0027/
EGD-e EGD-e EGD-e EGD-e
Imo0200 1.38 1.64 2.23 3.93
Imo0201 1.30 1.36 2.29 13.56
Imo0202 0.92 1.91 2.07 26.10
Imo0203 1.04 1.45 1.97 8.26
Imo0204 1.03 1.66 2.29 23.09
Imo0205 1.08 1.52 2.29 26.36
Imo0433 0.98 1.56 2.33 1.98
Imo0434 1.29 1.40 1.25 1.38
Imo0838 1.33 5.13 4.60 14.15
Imo1786 1.24 1.17 3.15 7.34
Imo0426 n.a. 3.28 n.a. 3.52
Imo0427 n.a. 3.70 1.65 411
Imo0428 0.99 3.29 1.96 5.22
Imo0781 1.23 3.07 0.48 0.09
Imo0782 1.26 3.63 0.09 0.02
Imo0783 1.07 3.69 0.08 0.01
Imo0784 0.90 3.26 0.08 0.03
Imo2683 1.40 0.06 0.90 2.97
Imo2684 1.74 0.27 6.41 16.21
Imo2685 1.59 1.47 6.51 35.94
Imo2708 1.14 1.94 24.46 383.86
Imo2772 n.a. 7.76 6.48 19.87

Das Expressionsmuster der d0027-Deletionsmutamngg¢ zieh wie erwartet unaufféllig. Die
Deletion hat keine Auswirkung aydrfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene oder andere
PTS-Permeasen. Anders verhalten sich die drei andertersuchten Deletionsmutanten. Bei
d0096-8 d0027 scheint der Verlust von Imo0027 duethe erhthte Expression von
PTS™™"(Imo0781-0784) ausgeglichen zu werden (siehe Tel®ll Weiterhin fallt auf, dass
PTS(Im02772) hochreguliert ist, wobei eine siebenfatfuehregulation im Vergleich zu
einer nicht detektierbaren Genexpression weitausngg ins Gewicht fallt als die
Hochregulation eines stark exprimierten Gens wied@#81-0784. In der Dreifachmutante
d0096-8 d0781-4 d0027 ist die Expression pofA und der PrfA-regulierten Virulenzgene
mindestens zweifach hochreguliert. Zudem fuhrt \erlust der beiden stark exprimierten
PTS"™"(Im00096-0098 und Imo0781-0784) zu einer sechsfadtiechregulation des schon
im Wildtyp stark exprimierten Gens codiert von P¥@mo2683-2685). Weiterhin sind die
im Wildtyp kaum exprimierten Gene Imo2772 und Im02%&tark hochreguliert. Prinzipiell
dasselbe Bild wie in der Dreifachmutante zeigt siohManPTS d0027. Der einzige
Unterschied ist, dass alle hochregulierten Gendn nvoel starker hochreguliert sind, wobei
besonders PT&(Im02683-2685) und Imo2772 sowie Imo2708 auffall@usatzlich ist
wieder das PT%/(Imo0426-0428) in allen drei untersuchten Mutari&cht hochreguliert.
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D.3.3.7 Verhalten der Deletionsmutanten ManPTS d0027 d2683-5 und
ManPTS d0027 d2683-5 d2708

Abschnitt D.3.3.6 hat gezeigt, dass sich die Dogifleletionsmutante d0096-8 d0781-4 d0027
in ihrem Wachstum in Minimalmedium mit 10 mM Glueoghnlich verhalt wie die ManPTS
d0027, was darauf hindeutet, dass diese drei PTi@eRsen die wichtigsten fur die
Glucoseaufnahme ih. monocytogene&GD-e sind. In dieser Mutante wird jedoch das
PTS"¥(Im01997/2000-2002) angeschaltet, weswegen es alienverscheint, mit der
ManPTS d0027 weiterzuarbeiten, in der das '¥18Bn01997/2000-2002) deletiert ist. Ziel
dieses Teils der Dissertation ist es, die Glucdsadume inL. monocytogeneEGD-e zu
klaren. Daher wurde zunachst das im Wildtyp schtanksexprimierte und in der ManPTS
d0027 Mutante noch starker angeschaltete “B{l$n02683-2685) deletiert. Die
Microarraydaten dieser Mutante (Tabelle 11) zeigtameut eine starke Hochregulation von
Imo2708, einem Cellobiose-spezifischen EIIC, wdshdann noch die Deletionsmutante
ManPTS d0027 d2683-5 d2708 hergestellt wurde.

Abbildung 69 zeigt das Wachstum vom Wildtyp EGDeer Deletionsmutante ManPTS
d0027 und den neu hergestellten DeletionsmutantanPNIS d0027 d2683-5 und ManPTS
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Abbildung 69 Wachstum und Hamolyse mit bei @&, von 0,6 abgenommenen Proben von EGD-e und den
Deletionsmutanten ManPTS d0027, ManPTS d0027 dB36&3d ManPTS d0027 d2683-5 d2708 in MM mit 10
mM Glucose

d0027 d2683-5 d2708 in Minimalmedium versetzt n@ittiM Glucose. Der Wildtyp hat wie
schon in D.3.3.3 beschrieben eine Generationsoeitrund 120 min, und ManPTS d0027
verdoppelt sich in der logarithmischen Phase auwfae60 min (siehe D.3.3.6). Das
Wachstum der neu hergestellten Mutanten sieht aafedsten Blick nicht viel langsamer aus
als das der ManPTS d0027 Mutante, das liegt abdaagen Zeitrahmen, den die Abbildung
abdeckt. ManPTS d0027 d2683-5 bendétigt etwa 400 fismineine Verdopplung, und die
Generationszeit von ManPTS d0027 d2683-5 d270&diesogar 550 min. Abbildung 69
zeigt auch den Hamolysetest mit bei édan von 0,6 abgenommener Gesamtzellsuspension.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Deletion RF5*(Im02683-2685) und Imo2708 in
ManPTS d0027 auf die Hamolyse in Glucose haltigemitvhlmedium keine Auswirkung
hat. Dieses Ergebnis unterscheidet sich auf Gremdrerschiedenen verwendeten Methoden
von den Microarraydaten in Tabelle 11.
Das Wachstum in Minimalmedium mit 10 mM Mannose @&l hamolytische Aktivitat ist
durch die Deletion von PT%(Im02683-2685) und Imo2708 in ManPTS d0027 nichitave
beeinflusst, das heil3t die Mutanten replizieren etta der gleichen Generationszeit wie
ManPTS d0027 (Daten nicht gezeigt). In Minimalmedimit 5 mM Cellobiose ist nach
Deletion von PTS%Imo2683-2685) das Wachstum in geringem MaRe reduzDie
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hamolytische Aktivitat erhdht sich jedoch in Cellode-haltigem MM nach Deletion von
PTS*(Im02683-2685) (Daten nicht gezeigt). Die Auswirgen der Deletion von PT%-
Permeasen werden in D.3.4 gezeigt. Aus der Waclsgunve der Deletionsmutante ManPTS
d0027 d2683-5 d2708 lasst sich erkennen, dassaiaehlangen Lag Phase offenbar wieder
andere PTS-Permeasen angeschaltet werden, didutieséaufnahme tbernehmen kénnen.

Tabelle 11 und Tabelle 21 im Anhang zeigen die Esgionsdaten der beiden
Deletionsmutanten. In ManPTS d0027 d2683-5 sinch nAachstum in MM mit 10 mM

Glucose verschiedene PTS-Permeasen im VergleichV¥udtyp EGD-e hochreguliert, z.B.

PTS™(Imo0426-0428) und die beiden Galactitol spezifistciPT$*(Im02096-2098) und

PTS*(Im02665-2667), auRerdem ist das FfScodiert von Imo2772 angeschaltet.
Besonders auffallig ist jedoch das 300-fach hodlirege EIIC-*(Im02708), welches fiir den
die Membran durchspannenden Kanal codiert, eigénfiir Cellobiose annotiert und im
Wildtyp nicht exprimiert ist.

Tabelle 11 Vergleichende Expressionanalyse der Gene codidfienafA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und einiger PTS-Gene ih. monocytogeneEGD-e dManPTS d0027 d2683-5 und ManPTS d0027 d2683
d2708 im Vergleich zum Wildtyp EGD-e nach WachstinmMM mit 10 mM Glucose, n.a. steht fur unter den
Bedingungen nicht detektierbare Gene.

Genname ManPTS d0027 ManPTS d0027 Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/ListiList/
d2683-5/ EGD-e  d2683-5 d2708/

EGD-e

Imo0200 2.44 43.57 prfA - listeriolysin positive regulatory protein

Imo0201 4.34 22.38 plcA - phosphatidylinositol-specific phospholipase ¢

Imo0202 5.04 50.10 hly - listeriolysin O precursor

Imo0203 4.06 13.78 mpl - Zinc metalloproteinase precursor

Imo0204 4.92 28.59 actA - actin-assembly inducing protein precursor

Imo0205 5.81 4.25 plcB - phospholipase C

Imo0433 2.63 0.39 inlA - InternalinA

Imo0434 2.52 0.48 inIB - InternalinB

Imo0838 15.92 5.69 uhpT - highly similar to hexose phosphate transportgino

Imo1786 9.43 2.64 inIC - Internalin C

Imo0169 0.22 0.33 similar to a glucose uptake protein

Imo0176 1.06 0.47 similar to a glucose uptake protein

Imo0426 4.24 3.80 similar to PTS fructose-specific enzyme IIA compane

Imo0427 491 6.12 similar to PTS fructose-specific enzyfBedomponent

Imo0428 6.86 6.49 similar to PTS fructose-specific enzyme |[IC compune

Imo0738 n.a. 68.82 similar to phosphotransferase systers)Bé&ta-glucoside-
specific enzyme IIABC component

Imo02096 6.49 32.26 similar to PTS system galactitol-specific enzynt@ ||
component

Imo2097 9.07 38.86 similar to PTS system galactitol-speafizyme 11B
component

Imo2098 9.24 34.50 similar to PTS system galactitol-specific enzynze ||
component

Imo2665 5.53 7.51 similar to PTS system galactitol-spe@fizyme 11C
component

Imo02666 5.62 6.61 similar to PTS system galactitol-specific enzyni ||
component

Imo2667 5.07 8.25 similar to PTS system galactitol-speaficyme 11A
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component
Imo2708 303.96 n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific enzyifie |
Imo2772 26.54 11.08 similar to beta-glucoside-specific enejIABC

Imo2708 wurde wie zuvor schon beschrieben deletind die Deletionsmutante ManPTS
d0027 d2683-5 d2708 weist wie in Abbildung 69 zihese ist ein stark vermindertes
Wachstum in Glucose-haltigem MM auf. Das Genexpoessnuster zeigt fur diese Mutante
eine im Vergleich zum Wildtyp starke AktivierungrvprfA und den PrfA abhangigen Genen,
mit Ausnahme voinlA undinlB. Zudem ist wie in ManPTS d0027 d2683-5 P{{8no0426-
0428), PT8§%Im02665-2667) und PT&(mo2772) angeschaltet. Anders ist, dass nun
PT§'°(ImoO738) stark exprimiert wird, sowie die sehr rlsga Expression von
PTS*(Im02096-2098). Die putativen Glucose PermeaserD168 und Imo0176 scheinen
die fehlenden PTS-Permeasen nicht auszugleichesiedgar nicht oder runterreguliert sind.

An diesem Punkt wurde die Deletion der PTS-Pernmehsendet, da die vorhandenen Daten
deutlich die wichtigsten PTS-Permeasen fur die @Gdeaufnahme ibh. monocytogeneSGD-

e aufzeigen. Es gelang jedoch nicht eine Mutantzulséellen, die keine Glucose mehr
aufnimmt, da von den 29 vollstandigen PTS und daschiedenen PTS-Komponenten nach
einer langen Lag-Phase immer neue PTS-PermeasereirExpression angeschaltet werden
und - mit zwar geringerer Effizienz - Glucose tiaosieren kénnen. Es wurden wahrend der
Arbeit (Daten nicht gezeigt) auch noch Deletionemn v PTS"(Imo0426-0428),
PTS*(Im02762/2763) im Wildtyp und der ManPTS-Deletiongamte hergestellt, aber diese
Deletionen zeigten keinen Hinweis darauf, dass alieser PTS-Permeasen noch von
besonderer Bedeutung fur die Glucoseaufnahme seimté.

D.3.3.8 Verhalten der PTS"?"-Deletionsmutanten in vivo

Die hergestellten Mutanten wurden auf ihr Verhaltewivo untersucht. Zum einen um die
Auswirkung der teilweise in den Mutanten erhohtei\Aktivitat zu sehen und zum anderen
um zu sehen, ob Glucose eine wichtige Kohlensteffgun eukaryotischen Zellen darstellt.
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Abbildung 70 J774-Makrophagen Infektionsverlauf Gber siebem@&un mit EGD-e und den Deletionsmutanten
d0021-4, d0096-8, d0781-4, d1997/2000-2, ManPT$)M& d0027, ManPTS d0027 d2683-5, ManPTS d0027
d2683-5 d2708 und d0098-6 d0027

Der Infektionsverlauf des Wildtyps EGD-e und allertersuchten Deletionsmutanten ist in
Abbildung 70 dargestellt. Auf3er d1997/2000-2 zeigdle Deletionsmutanten eine zum
Wildtyp leicht verringerte Infektionsrate, wobei ede bei allen untersuchten
Deletionsmutanten (d0021-4, d0096-8, d0781-4, M&PWlanPTS d0027, ManPTS d0027
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d2683-5, ManPTS d0027 d2683-5 d2708 und d0098-2 d06twa gleich ist. Offenbar hat
das verringerte Wachstum, aber auch die erhohte-A&ifivitdt von zum Beispiel ManPTS
d0027 in Glucose haltigem Minimalmedium keine Aukwng auf die Infektion. Die Daten
zeigen aber auch, dass offenbar alle Mutanten éaibhgem von d1997/2000-2) mit einer
geringeren Bakterienzahl in die Zellen eindringkndeer Wildtyp. Aus diesem Grund wurden
d0021-4, d0096-8, d0781-4, d1997/2000-

2, ManPTS und ManPTS d0027 auf ihr ©°8;
Wachstum in dem Zellkultrumedium
RPMI untersucht (Abbildung 71). In RPMI
befindet sich  Glucose in einer 8§0-4’
Konzentration von 10 mM. In der 021
Abbildung ist zu erkennen, dass das
Wachstum der Mutanten in etwa dem ©

0 400 800 1200 1600 2000

Wachstum in Minimalmedium entspricht, Zeitin min
das heiRt d1997/2000-2 wachst wie der ~=-58% L L 0 e 000968

Wildtyp und ManPTS d0027 am —~ MnPTS@00?

lanasamsten. Da alle Stamme in RpMﬁbbildung 71 Wachstum von EGD-e und den
g . Deletionsmutanten  d0021-4, d0096-8, d0781-4,

schlechter  wachsen als iNg1997/2000-2, ManPTS und ManPTS d0027 in RPMI
Minimalmedium, erklart dieser Medium.
Unterschied zwischen den

Deletionsmutanten und dem Wildtyp EGD-e die vermng Infektionsrate, da die
Deletionsmutanten sich in den 45 min der InkubatitoRPMI schlechter vermehren als der
Wildtyp. In der Zelle scheinen die Bakterien nisforrangig von Glucose zu leben, da die
Deletionsmutanten mit einer &hnlichen Geschwindtigieplizieren wie der Wildtyp.

D.3.4 Cellobiose-spezifische Phosphotransferasesysteme

Blast Untersuchungen mit den Sequenzdaten von//ggpolist.pasteur.fr/ListiList/, die
Ergebnisse von Barabote und Saier (2005) und diz3nl.4 erhaltenen Daten weisen darauf
hin, dass PT$%mo02683-2685) die wichtigste Cellobiose-spezifisdPTS-Permease in.
monocytogene&GD-e darstellt. Zudem wird das in der Sequenzdatek als Lichenan-
spezifisches PTS annotierte, aber nach Sequeneidrgh Cellobiose-spezifische
PTS*(Imo1719/1720) in EGD-e stark exprimiert (D.3.1.Bje anderen sechs PTS aus der
Lactose/Cellobiose-Familie (siehe B.3.3 und Tab&Bg waren in Expressionsuntersuchen
nicht sehr stark exprimiert.

Unter anderem von Milenbacles al. (1997), Brehnret al (1997), Gilbrethet al. (2004) und
auch in unserer Arbeitsgruppe konnte immer wiedezemt werden, dass Cellobiose im
Medium einen stark reprimierenden Effekt auf diéAPAktivitat hat. Daher wurden nun
Deletionsmutanten von P¥§Imo02683-2685) und PT&(Imo1719/1720) in L.
monocytogenesEGD-e hergestellt. Die Deletion wurde wie unter8.C2 beschrieben
durchgefuhrt und mittels PCR und Sequenzierung pibiegr (Daten nicht gezeigt). Im
Folgenden werden die Deletionsmutanten als d171e48002683-5 beschrieben.
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D.3.4.1 Wachstum und PrfA-Aktivitat der PTS"*-Deletionsmutanten in
MM

Das Wachstum von d1719/20 und d2683-5 unterschsiclein BHI nicht von EGD-e (Daten
nicht gezeigt), weshalb die Mutanten nun in Minimatlium mit 5 mM Cellobiose untersucht
wurden. Abbildung 72 zeigt das Wachstum der monocytogenedeletionsmutanten
d1719/20 und d2683-5 und des Wildtyps EGD-e in MM BnmM Cellobiose. EGD-e und
d1719/20 replizieren mit einer Generationszeit vetwa 150 min. Die d2683-5

16 2.
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0 400 800 1200 1600
Zeitin min EGD-e d1719/20 d2683-5

——EGD-e d1719/20 ——d2683-5 “0DO04 MOD 1.1
Abbildung 72 Wachstum und Hamolyse mit bei @gn»= 0,4 und 1,1 abgenommenen Proben von
EGD-e und den Deletionsmutanten d1719/20 und dB683M mit 5 mM Cellobiose

Deletionsmutante hat eine Generationszeit von i@tdmin und erreicht die stationédre Phase
bei einer hoheren OD als der Wildtyp, ahnlich deankbse Deletionsmutanten (siehe
D.3.3.1). In Minimalmedium mit 10 mM Glucose zesgith zwischen dem Wildtyp und den
Deletionsmutanten kein Wachstumsunterschied untekéeranderung in der hamolytischen
Aktivitat (Daten nicht gezeigt). Die hamolytische&ktvitat von EGD-e nach Wachstum in
MM mit 5 mM Cellobiose ist, wie schon zuvor gezegghr gering (Abbildung 72) und wird
durch die Deletion von PT%(Imo1719/1720) kaum beeinflusst. Die Deletion von
PTS*(Im02683-2685) hat dagegen eine starke Auswirkurfgdie hamolytische Aktivitat
von L. monocytogeneSGD-e. In der frihen logarithmischen Phase bere®DsoonmVvon 0,4
hat d2683-5 eine etwa dreifach starkere hamolyis8ktivitat und in der beginnenden
stationéren Phase (@f3.mvon 1,1) ist PrfA in d2683-5 etwa 15-mal aktivés ian Wildtyp.

D.3.4.2 In vivo Untersuchung von d2683-5

Die auf Grund des geringeren Wachstums in MM min®l Cellobiose offenbar in ihrer
Cellobioseaufnahme gestorte Mutante
d2683-5 wurde in vivo in J774

Makrophagen untersucht. Der Versuch
soll verdeutlichen, dass Cellobiose in der!-00&+06 i
Wirtszelle keine Rolle fur die Infektion

von L. monocytogenespielt. 1.00E+05 )
Abbildung 73 zeigt den Infektionsverlauf

von EGD-e und der Deletionsmutante ; goe+o4 ‘ ‘
d2683-5 Uber sieben Stunden. Beide t0 1 3 t5 t7
Stamme invadieren gleich gut in die —+EGDe d2683-5

Makrophagen und replizieren in diesembbildung 73 J774 Makrophagen Infektionsverlauf
auch mit derselben Effizienz. Dies war zuiber sieben Stunden mit EGD-e und d2683-5.

erwarten, da d2683-5 in Glucose-haltigem

1.00E+07+

-
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MM nicht schlechter wachst als der Wildtyp und easlem unwahrscheinlich ist, dass
Cellobiose in der eukaryotischen Zelle eine wiah#@hlenstoffquelle darstellt.

D.3.4.3 Expressionsmuster der PTS**“-Deletionsmutanten

In Real Time Analysen wurde die

Expressionsstarke vorprfA und PTS- 70 -
Genen (codiert von Imol1719, Imol1720, &0 -
Imo2683, Imo2684, Imo2685 und 50-
Imo2259) in  den zwei PT& <40
Deletionsmutanten und dem WiIdtyp%sof
EGD-e nach Wachstum in glucosehaltigem” 20 -
MM miteinander verglichen (Abbildung  10-
74). Im Wildtyp sind alle Gene, wie schon 0"
in D.3.1.4 zu sehen war, etwa gleich stark
exprimiert, wobei Imo02685 wieder am
schwéchsten exprimiert  wird. In derAbbildung 74 Expressionsstarke der Gene codierend fiir

. . . PrfA und putative PT'S%. Angegeben ist die gebildete
d1719/20-Deletionsmutante  steigt dleTranskriptmenge in ng cDNA ih. monocytogeneEGD-

Transkriptmenge von Imo2863, Im02684e und den Deletionsmutanten d1719/20 und d2683-5
und Imo02685 im Vergleich zum Wildtyp nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose bis zu einer

bei Wachstum in MM mit 50 mM Glucose ©Dsomn von 0.8

5-6-fach an. Im Gegensatz dazu zeigt die d2683-&Ma im Vergleich zum Wildtyp keine
Veranderung in den untersuchten Cellobiose-PTS-GelexlochprfA wird mehr als doppelt
so stark exprimiert wie im Wildtyp.

Beim Wachstum in MM mit 5 mM Cellobiose zeigte sialr d2683-5 auffallig, und daher
wurde in dieser Mutante die Expression yofA, der PrfA-abhangigen Virulenzgene und der
PTS-Gene mittels PTS-Microarrays bestimmt.

Tabelle 12 und Tabelle 22 im Anhang zeigen dielegzhan Daten. Im Vergleich zu EGD-e
ist in d2683-5 die Expression vgnfA und den meisten PrfA abhangigen Virulenzgenen
zweifach hochregulieruhpTist sogar vierfach angeschaltietA undinlC dagegen gar nicht.
Von den PTS-Genen féallt besonders das uber 604iachregulierte Imo0027 auf und das
gleichzeitig etwa fiinffach hochregulierte P#%Imo0096-0098). Die Cellobiose-spezifische
PTS-Permease codiert von Imo1719/1720 ist dagegeuariterreguliert.

EGDe d1719/20 d2683-5
HPrfA H1719 1720 H2683 #2684 2685 2259

Tabelle 12 Vergleichende Expressionanalyse der Gene codidienafA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und einiger PTS-Gene In monocytogeneEGD-e d2683-5 im Vergleich zum Wildtyp EGD-e natlachstum
in MM mit 5 mM Cellobiose bis zu einer QE,nvon 0,6.

Genname d2683-5/ Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/ListiList/
EGD-e

Imo0200 2.12 prfA - listeriolysin positive regulatory protein

Imo0201 1.94 plcA - phosphatidylinositol-specific phospholipase ¢

Imo0202 1.74 hly - listeriolysin O precursor

Imo0203 1.66 mpl- Zinc metalloproteinase precursor

Imo0204 1.82 actA- actin-assembly inducing protein precursor

Imo0205 2.38 plcB - phospholipase C

Imo0433 1.03 inlA - InternalinA

Imo0434 1.73 inIB - InternalinB

Imo0838 4.17 uhpT- highly similar to hexose phosphate transportein
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Genname d2683-5/ Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/ListiList/
EGD-e
Imo1786 1.37 inIC - Internalin C
Imo0027 61.40 similar to PTS system, beta-glucosides specifiyemzI|IABC
Imo0096 5.14 similar to PTS system mannose-specific, faltAd
Imo0097 5.87 similar to PTS system mannose-specific, factor 11C
Imo0098 7.23 similar to PTS system mannose-specific, faltibr
Imo1719 0.22 similar to phosphotransferase system (PTS) lichespagcific enzyme II1A component
Imo1720 0.13 similar to phosphotransferase system (PTBgfian-specific enzyme 11B component
Imo2708 2.04 similar to PTS system, cellobiose-specific enzyife |

D.3.4.4 Verhalten der Deletionsmutante d2683-5 d0027

Nach den in D.3.4.3 erhaltenen Expressionsdatend2@83-5 scheint in MM mit 5 mM
Cellobiose das PT%(Imo0027) nach PT8%(Imo2683-5) die wichtigste Cellobiose-
aufnehmende PTS-Permease zu sein. Um dies zu ufmrpr wurde eine
Doppeldeletionsmutante von PF%Imo2683-5) und PT%(Imo0027) hergestellt, im
Folgenden als d2683-5 d0027 bezeichnet. Abbildungéigt das Wachstum von d2683-5,
d2683-5 d0027 und EGD-e in MM mit 5 mM Glucose, sodie hamolytische Aktivitat der

1.6 - 2.
1.2 - 15
E
£08 1 £
&0 2, |
o g1
o
0.4 -
0.5
0 ‘ : ‘ _
0 400 800 1200 1600 0
Zeitin min EGD-e d2683-5 d2683-5 d0027
——EGD-e —4—d2683-5 —e—0d2683-5 d0027 E0DO0,4 0D 1,1

Abbildung 75 Wachstum und Hamolyse mit bei @&, von 0,4 und 1,1 abgenommenen Proben
von EGD-e und den Deletionsmutanten d2683-5 un@8:26d0027 in MM mit 5 mM Cellobiose

Stamme bei OByonm von 0,4 und 1,1, also in der logarithmischen unihdn stationaren
Phase. Die Generationszeit beim Wachstum in MM5miM Cellobiose verringert sich bei
d2683-5 d0027 im Vergleich zu d2683-5 um 70 min2&0 min. Die hamolytische Aktivitat
ist in der Doppelmutante etwas starker als in dZB83vor allem in der frihen
Wachstumsphase.
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D.4 Interaktion verschiedener EII Proteine mit PrfA

Die in D.3.3 und D.3.4 gewonnenen Daten lassen lateeaktion zwischen PrfA und den ElI
Proteinen vermuten, welche die Aktivitat von Prigguliert. Um eine direkte Interaktion zu
testen, wurden drei Ell Proteine anhand der DagrDetletionsmutanten und putativer PrfA
Bindungsstellen ausgewahlt, kloniert und isolieBIIAB™*"(Lmo0096) hat in seiner
Aminosauresequenz des EIIB einen madglicherweise spitarylierbaren Histidinrest
(His168), der an PrfA binden kénnte. Bei
E”BMan(LmOO783) kbnnte H|514 eine kba M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Bindungsstelle darstellen und His75 voneo: ; }
EIIA®®(Lmo02685). Die Proteine wurden s s -
fur die Aufreinigung an HisTRAP'-HP .. = S
Proteinsaulchen mit einem HisTag kloniert, - ® -
welcher auf Grund der Lage der putativern:s ’.
Bindungsstelle fir Lmo0096 und Lmo2685
N-Terminal und fur Lmo0783 C-Terminal **%
kloniert wurde. Abbildung 76 zeigt ,,
reprasentativ. ein  Coomassie-gefarbtes ™«
SDS-Gel mit den Proben der AufreinigungAbbildung 76 Coomassiegel der Aufreinigung des
von Lmo0096. Von den gesammelted—mOOO% Proteins, M Marker, Spur 1 unaufgereinigte
Frakiionen wurden die in den Spuren 71" SPur 2 und 3 Duchiues spuren 419
aufgetragenen vereint und dialysiert. Mit
den drei Ell Proteinen und den von S. Miiller-Alicoaufgereinigten EN&°(Lmo1017),
ENAC®(Lmo02259), PrfA, His-PrfA und His-PrfA* wurden nun verschiedeneud@en
durchgeflhrt.
Mit allen isolierten Proteinen wurde der vorhandanélis-PrfA Antikérper auf seine
Spezifitat getestet (Abbildung 77). Da der Antikér@ul3er den drei PrfA-Proteinen (His-
PrfA, His-PrfA* und PrfAy) auch noch Lmo0096, Lmo02269 und Lmol1017 sehr gmie
kDa 1 23456 7 8 kba | 23456 7 8 kbal 23456 7 8 kDa 123456 78
LA ' & - - -
-8 - = . . p S
37 37 37

;5 @ ’q 25 *>

20 - 20 20

DB
o-His-PrfA a-PrfA> 0o-Lmo0096 0-Lmo2685 !

Abbildung 77 Test der Antikérperi-His-PrfA, a-PrfA, a-Lmo0096 unda-Lmo2685 auf ihre Proteinspezifitat mit
PrfA. (Spurl, 27 kDa), Lmo0096 (Spur 2, 35 kDa), Lmo268pur3, 11 kDa), Lmo0783 (Spur4, 18 kDa), Lmo2259
(Sourb. 13.5 kDa). Lmo1017 (Spur 6. 17.6 kDa) -PrfA (Spur7. 27 kDa) und H-PrfA* (Spur 8. 27 kDa

Lmo0783 und Lmo2685 sehr schwach erkennt, war revdischiedene Interaktionsversuche
ungeeignet. Daher wurden fur diese Arbeit noch i&mper gegen PrfA, welches ohne die
Hiss-Markierung aufgereinigt wurde, und gegen LmoOO09%& uwmo2685 von der Firma
SeqgLab hergestellt. Diese wurden dann auch wiedkihae Proteinspezifitdt hin getestet
(Abbildung 77). Der Antikorpen-PrfA erkennt sehr spezifisch die PrfAHis-PrfA sowie
His-PrfA* und nur ganz schwach Lmo0096. Der geges &rotein Lmo0096 hergestellte
Antikorper reagiert hoch spezifisch mit Lmo0096 wneth gut mit dem homologen Protein
Lmo0783. Er erkennt auch schwach die gHimmarkierten His-PrfA und His-PrfA* sowie
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Lmo2259 und Lmo1017. Detr-Lmo2685 Antikdrper ist sehr unspezifisch und erkealle
acht getesteten Proteine.

D.4.1 Immunprazipitation

Fur die Immunprazipitation wurden die am A
selektivsten detektierenden AntikérperPrfA
und o-Lmo0096 fiir die Bindung an SepharoseA
ausgewahlt. Im Coomassiegel (Abbildung 78) isty
zu erkennen, dass der Antikorper gegen PrfA dass
Protein Lmo0096 im Vergleich zu PrfA sehr gut

detektiert. Er ist daher ungeeignet, Interaktionen’
zwischen PrfA und Lmo0096 nachzuweisen.s;
Beim Antikérper gegen Lmo0096 konnte keine

Bindung von PrfA direkt an den an die Sepharose
gekoppelten Antikérper nachgewiesen werden,”
jedoch eine sehr starke Bindung von Lmo0096."

Daher eignet sich a-Lmo0096 besser fir Abbildung ~ 78  Coomassie-Farbung  der
Immunpréazipitation A: a-PrfA, B: a-Lmo0096

Immunp_raZipit_ationsver_s‘UChe' ) nach Lauf in einem 10%-igen SDS-Gel; Spur 1: 5
Fur die in  Abbildung 79 (gezeigte ug PrfA, Spuren 2-4: 5 pg PrfA und 6,4 pg

Immunprazipitation  wurde a-Lmo0096 an Lmo0096, Spur5: 6,4 pg Lmo0096.
SepharoseA gekoppelt und mit PrfA (Spur 1),

PrfA und Lmo0096 (Spuren 2-4) in gleichem molarearhaltnis und Lmo0096 (Spur 5)
inkubiert. Der Gellauf erfolgte flr eine bessereftfannung in einem 10%-igen SDS-Gel.
Nach dem Blotten wurden die Membranen mRrfA unda-Lmo0096 Antikdrper behandelt
und entwickelt. Mit demo-PrfA Antikorper lasst sich eindeutig PrfA in dempuen 1-4
detektieren. Da in Spur 1 nur PrfA gegeben wurdeeist das Protein direkt an den
Lmo0096 Antikdrper binden zu kdnnen, wobei in Spwei und drei eine groRere Menge an
PrfA gebunden ist. Lmo0096 kann mit derPrfA Antikdrper nicht detektiert werden. Mit
dem Antikérper gegen Lmo0096 kann man sehr  prfa L0006

stark das gut an den Antikdrper gekoppeltepa 1 2 3 4 5 kpa 1 2 3 4 s
Lmo0096 detektieren. PrfA ist ganz schwach beig 100
einem  lange  exponierten  Rontgenfilm .".” . !!'
detektierbar. Zusatzlich befindet sich bei beiden g

Bildern (mit a-PrfA nur sehr schlecht sichtbar) so
knapp unter 75 kDa eine Bande in den Spuren 2-
4. Da diese Bande nur in den Spuren detektierbal’
ist, in denen beide Proteine inkubiert wurden
kénnte sie ein Produkt der Reaktion von PrfA 3%

mit Lmo0096 sein. Die Methode der = w=e=— ™

Immunprazipitation ist trotz dieses Ergebnissespbildung 79 Western-Blot der Immunprazipita-
aber nur bedingt geeignet fir einertion mit a-Lmo_O(_)_96 nach Lauf in einem 10-%igen
Interaktionsnachweis, da der an die Sepharo§%sﬁil;o$”ggog%irr T?Ehpgepr?fflggﬁfém; 5
gekoppelte Antikorper mit auf das SDS-Ge|g prfa und 6,4 pg Lmo0096, Spur 5: 6,4 pg
aufgetragen wird und bei der ECL-Detektiorimo0096

sehr viele Nebenbanden erzeugt, welche

wichtige Proteininteraktionsbanden tUberdecken kinne

B

aM 1 2 3 4 5 kbDaM 1 2 3 4 5
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D.4.2 EMSA

Nachdem die Immunprazipitation (D.4.1) eine

schwache Interaktion von PrfA und den EITA 0 3 360 30 360 360 280 3600 380 360 360 oo
Proteinen  vermuten  lasst und  diewar - . . ol TR TR0 hmenE
Untersuchungen an den Deletionsmutanten = N B R WG
(D.3.3, D.3.4) eine Auswirkung der Deletion

bestimmter PTS-Permeasen auf die PrfA-

Aktivitat gezeigt hat, wurde nun mit Hilfe von

Electromobility Shift Experimenten (EMSA)

untersucht, ob die Ell-Proteine eine e
Auswirkung auf die  DNA-Bindungs-
eigenschaften von PrfA haben. Hierfur
wurden pro Ansatz 360 nM PrfA und 360 nM
Lmo0096, Lmo0783, Lmo2685, sowie 720Abbildung 80 Bestimmung der Bindungsaffinitat von

nM Lmo0096 eingesetzt. Von dehly- PrfA mit und ohne Lmo0096, Lmo0783 und
P tor-DNA d : t D1 Lmo2685 an den PrfA-abhéangigéty-Promotor von
romotor- wurden —wie unter "= L. monocytogenesnittels Electrophoretic Mobility

angegeben 5 nM, sowie 1,5 nM RNAPSshift Assay (EMSA). Der EMSA wurde mit den
eingesetzt. Der hly-Promotor von L. genannten Proteinen.,. 5 nM Promotor DNA und 1,5
monocytogeneswurde_verwendet, da_im 1! ENAP duthoetin. 1 (Komser s OV
Hamolysetest die Deletion der Gene flr di®NnaP) und CIll (Komplex aus DNA und PriA)
PTS-Proteine eine Erhéhung der PrfAwurden angezeigt.

Aktivitat zeigten.

Abbildung 80 zeigt das Ergebnis der Bindungsuntdrsngen. Die eingesetzten listeriellen
Proteine zeigen keine Auswirkung auf die DNA-Bindseigenschaften von PrfA am
Promotor fur dasly-Gen, da sich nach Zugabe von Lmo0096, Lmo0783Lumad2685 die
Expressionsstarke der CI-, Cll- und Clll-Komplexieh veranderte. Bei Verwendung des
actA-Promotors (Daten nicht gezeigt) konnte ebenfafisndk Auswirkung der Ell-Proteine

festgestellt werden.

.--—--A-A‘-— Sonde

D.4.3 In vitro Transkription

Das DNA-Bindungsexperiment unter D.4.2 konnte keduswirkung der untersuchten ElI-
Proteine auf die DNA-Bindungseigenschaften #&mg-Promotor vonL. monocytogenes
zeigen. Es ist aber mdglich, dass die Ell-ProteiigeTranskription beeinflussen, indem sie
zum Beispiel so an PrfA binden, dass die RNAP nocter leichter starten kann. Um dies zu
untersuchen wurdern vitro Transkriptionsstudien mit PrfA und den vorhanderielh
Proteinen amuhptPromotor vonL. monocytogenedurchgefihrt. Dieser Promotor wurde
ausgewahlt, da er in der Vergangenheit gut replieduare Daten lieferte und in den
Microarraydaten der PrfA-auffalligen Deletionsmutm(D.3.3, D.3.4uhpT meist sehr stark
hochreguliert wurde. Abbildung 81 A zeigt die Auswing von je 120 nM Lmo0096,
Lmo2685, Lmo0783, Lmo02259 und Lmo1017 zugegebeb2zoM PrfA. Die Abbildung der
in vitro Transkription ist exemplarisch fur mehrere durdiigege Experimente und die Grafik
gibt die Expressionsstarke der Banden aus mehixparimenten wieder. Die Zugabe der
10fachen molaren Menge an Lmo0096 und Lmo1017 fiinrginer signifikanten Erhéhung
der Transkriptmenge vomhpT. Der Student's-T-Test ergab eine Signifikanz z¥wst 3 und
4% fur beide Proteine an. Die anderen drei Prote@gen in den meisten Versuchen keine
Auswirkung auf die Transkription. In Abbildung 81i8 die Konzentrationsabhangigkeit von
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Lmo1017 bei der Aktivierung den vitro Transkription mit PrfA anuhpT-Promotor gezeigt.
Eine deutliche Aktivierung der Transkription lassth erst ab der 8-fachen molaren Menge
an Lmol1017 im Vergleich zu PrfA erkennen. Lmol10hd dlie anderen Ell-Proteine (Daten
nicht gezeigt) initiieren die Transkription ahpTohne PrfA nicht.

A B
120 nM EII - Lmo0096 Lmo2685 Lmo0783 Lmo2259 Lmol017 nM Lmol017 0 12 24 48 96 192
A — . - e o -b
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Abbildung 81 A: Bestimmung der Fahigkeit von 12 nM PrfA mit udthne 120 nM Lmo0096, Lmo2685,
Lmo0783, Lmo2259 oder Lmo1017 am PrfA-abhangigbpT-Promotor vorL. monocytogenegie Transkription

zu initiileren, B: Konzentrationsabhéngigkeit von €117 bei der Transkriptionsaktivierung. Der Vetswaurde

mit 16 nM Promotor DNA und 1,5 nM RNAP durchgefuh@l (Komplex aus DNA, RNAP und PrfA), ClII
(Komplex aus DNA und RNAP) und Clll (Komplex aus BNund PrfA) wurden angegeben. Die Bandenstarke
wurde mit ImageMastéY Total Lab (Amersham) quantifiziert und in den Gtah unter der Abbildung angegeben.

Die Ergebnisse in Abbildung 81 zeigen einen deuwiic Einfluss von Lmo0096 und
Lmo1017 auf die Transkriptionsinitierung am PrfAhdingigen PromotauhpT zusammen
mit PrfA. Dies konnte mehrfach gezeigt werden, @dgab es auch mehrmals Ergebnisse,
die dies nicht zeigten. Das gleiche konnte fiir dgaPromotor festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt).

D.4.4 Phosphorylierungsstatus der aufgereinigten EII-

Proteine
Die uneinheitlichen Ergebnisse dRIVItro g moec 0107 1000 rod7 Lmoais bnez - PEA - koo
Transkriptionsversuche (D.4.3) warfen die - 7
Frage auf, ob der Phosphorylierungs- '
zustand der gereinigten Ell Proteine eine . ey A
- 4 i [} )

Ursache fur die oft starken Schwankungen =
darstellt. Da die Proteine irE. coli
Uberexprimiert werden und im Falle von
Lmo0096 und Lmo1017 hoch homolog zu ;i - -
den E. coli Proteinen ManX und PtsG .

sind, besteht die Moglichkeit, dass dieabbildung 82  Silbergel des Tests des
Proteine teilweise phosphoryliert Proteinphosphorylierungsstatus von Lmo1017, LmoQ096

. .. -1 mo0783, Lmo2685, Lmo2259 und PrfA nach Lauf in
aufgereinigt werden. So wirde man mltinem 15%-igen SDS-Gel mit nativem Probenpuffer. Je

einem Gemisch aus phosphoryliertem undine der zwei Proben wurde 10 min bei 70°C aufgekoc

25

[ J— 20
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unphosphoryliertem EIl arbeiten, was die Schwankang denin vitro Transkriptionen
erklaren wirde.

Abbildung 82 zeigt ein SDS-Gel nach hoch empfifdic Silberfarbung mit dem
Phosphorylierungsstatus der dtiscoli gereinigten Proteine Lmo1017, Lmo0096, Lmo0783,
Lmo2685, Lmo2259 und PrfA. Die Proben wurden ndé@handelt und jeweils die zweite
Probe fur 10 min bei 70°C erhitzt. Diese Hitzebetlang zerstort
Histidinphosphorylierungen. Lmo1017 ist sehr wait Rand des Gels aufgetragen und daher
schlecht detektierbar, aber Daten von S. Mertiress@inliche Mitteilung) zeigen, dass das
aufgereinigte Lmo1017 teilweise Histidin-phosphamstl vorliegt und diese Phosphorylierung
durch Erhitzen verliert. Dies erklart die dickerariBle beim erhitzten Lmo1017, da jetzt mehr
unphosphoryliertes Lmo1017 vorliegt. Bei Lmo009%6eime kleine schneller laufende Bande
erkennbar, die durch das Erhitzen wieder verschetjngei Lmo0783 ist es eine langsamer
laufende Bande. Lmo2685 liegt zwar in mehreren Bandor, deren Starke andert sich
jedoch durch das Erhitzen nicht. Fir Lmo2259 igt eine Bande detektierbar, deren Stérke
sich nach 10 min bei 70°C nicht verandert. PrfAdadurch das Erhitzen weitgehend zerstort
und ist nicht mehr im Gel zu erkennen. Scheinbaderm also die z&. colihoch homologen
listeriellen  Proteine  Lmo1017  (EIf),

-Lmo0096
Lmo0096 (ManX) und Lmo0783 (ManX) von I b 0065
E. coli bei der Uberexpression teilweisemm, w oW W e

in 70°C -+ - +
phosphoryliert und liegen daher in einem

Gemisch aus phosphoryliertem und
unphosphoryliertem Protein vor.

Der Phosphorylierungsstatus von Lmo0096
wurde nochin vivo mit nativ aufgereinigten

Proben vonL. monocytogenesEGD-e und ~ Lmoo0%
d0096-8 gezeigt. Daflr wurden beide Stamme

bei ODs00nmVvon 0,5 (logarithmische Phase) und 20
1,1 (Eintritt in die stationidre Phase) aus MM |
mit 10 mM Glucose isoliert. Es wurden dann je TEaRES 15

zwei Proben in nativem Probenpuffer auf eimbbildung 83 Western Biota-Lmo0096 mit
/i _ ; ipativen Zellextrakten von EGD-e und d0096-8
10 @ges SDS Ge! au_fgetzagen, wobei dléewonnen nach Wachstum in MM mit 10 mM
zweite Prpbe 10.m.|n. bei 70°C behandelt WUrdgycose bis OBy von 0,5 und 1,1. Lauf von
um mdogliche Histidin-Phosphorylierungen zus ug Protein in einem 12%-igen SDS-Gel mit
zerstéren. Das SDS-Gel wurde geblottet um mfgtivem Probenpuffer. Je eine der zwei Proben

a-Lmo0096 Antikorper die Lmo0096 BandenwumIe 10 min bei 70°C aufgekoc

zu detektieren. Abbildung 83 zeigt das Ergebnise-Lmo1017 a-Lmo2685

des Blots. Der-Lmo0096 Blot zeigt deutlich o= w0
die starke Expression von Lmo0096 im Wildtyp - + - + e e ow ok
in beiden Wachstumsphasen. Die Bande _ist SOdS ap i e M e e
stark, dass eventuell phosphorylierte

Net?enbande"n nICht_erke_nnbar sind _l_md dyrcﬂ)bildung 84 Western Blotsa-Lmo1017 und
Erhitzen verandert sich die Bandenstérke nichf.. mo2685 mit nativen Zellextrakten von
Die Deletion von Lmo0096 in d0096-8 istEGD-e gewonnen nach Wachstum in MM mit
erkennbar, da keine Lmo0096 Banded? MM Glucose bzw. 5 mM Cellobiose bis
. . . DsoonmVOn 0,5 und 1,1. Lauf von 5 pg Protein
detektierbar sind. In vivo konnte der i, einem 12%-igen SDS-Gel mit nativem
Phosphorylierungszustand von Lmo0096 alsBrobenpuffer. Je eine der zwei Proben wurde 10

nicht eindeutig bestimmt werden. Im BlotMin bei 70°C aufgekocht.
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taucht zudem bei etwa 14 kDa in der d0096-8 Mutame zusatzliche Bande auf, die im
Wildtyp nur sehr schwach ist. Mdglicherweise wiidrhvom Antikorper das in d0096-8 stark
exprimierte EIIA von Lmo0027 erkannt.

Derselbe Versuch wurde nun auch noch mit EGD-edir@l7 Proben aus MM mit 10 mM

Glucose und mit EGD-e und d2683-5 aus MM mit 5 mMIll@biose durchgefuhrt. Fir

Lmo2685 konnte wie in Abbildung 84 zu sehen istdeie kein Phosphorylierungsstatus
gezeigt werden, aber fir Lmo1017. Nach 10 minutigemkochen phosphoryliert vor. bei

70°C verschwindet die obere Bande von Lmo1017 wesl Rirotein liegt dann nicht mehr
phosphoryliert vor. Interessanterweise sieht dhe vivo Phosphorylierungsbande von
Lmo1017 anders aus als die der mit den aufgereimidgtroteinen (Abbildung 82). Die

Abbildung fur die Proben der Deletionsmutanten @10&d d2683-5 wurde nicht gezeigt, da
keine neue Nebenbande auftaucht und die jeweiligeeidbande aufgrund der Deletion auch
nicht erscheint.

D.4.5 Lmo0096 Uberexpression in L. monocytogenes

Da die bisherigen Versuche auf eine Proteininteakiwischen PrfA und verschiedenen Ells
(vor allem Lmo0096) hinweisen, wurde nun im WildtypmonocytogeneSGD-e und in der
Deletionsmutante d0096-8 das Lmo0096 Protein Ulpeiiert. Das entsprechende Gen
wurde unter Kontrolle seines eigenen Promotorsais idigh-copy Plasmid pERL3 kloniert.
Der Promotor von Lmo0096 wurde ausgewahlt, da digréssionsdaten (D.3.3) fur Imo0096
gezeigt haben, dass Imo0096 im Wildtyp immer stxgrimiert wird. Zusatzlich wurde
jeweils ein Kontrollstamm hergestellt, der das pBMlasmid ohne Insert tragt.

1.6 37
2.5

N
I

ODS43nm
i
I

0 : : : : : : : . |

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 EGD-e EGD-e x EGD-e x d0096-8 d0096-8 X0096-8 x

Zeitin min PERL3  p0096 PERL3  p0096
——EGD-e EGD-e x pERL3 —+—EGD-e x p0096 EODO04 MOD 1.1
—d0096-8 —=—d0096-8 x pERL3 ——d0096-8 x p0096 : :

Abbildung 85 Wachstum und Hamolyse mit bei @gmvon 0,4 und 1,1 abgenommenen Proben von EGD-e, der
Deletionsmutante d0096-8 und den Lmo0096 Uberexpranden Stammen EGD-e x pERL0096 und d0096-8 x
pPERLO096 in MM mit 10 mM Glucose.

Abbildung 85 zeigt die Wachstumskurve in MM mit &M Glucose und den Hamolysetest
mit bei ODsponmVvon 0,4 und 1,1 abgenommenen Proben von EGD-e,-&8PERL3, EGD-

e X pERLO096, d0096-8, d0096-8 x pERL3 und dO096#ERLO0096. Die Generationszeit
von EGD-e und d0096-8 liegt um 150 min, wobei dG89%ine deutlich langere Lag-Phase
hat. Die Uberexpression von Lmo0096 erfolgt unteytffomycinzugabe, da die Listerien

sonst das Plasmid verlieren wirden. Die Erythromgugabe bei den Stammen EGD-e x
pERL3 und d0096-8 x pERL3 verlangert die Generatzeit im Vergleich zu EGD-e und

d0096-8 jeweils um 10 min. EGD-e x pERL0O096 mit 3@t und d0096-8 x pERL0O096 mit

340 min weisen deutlich langere Generationszeitefh @s die Stamme ohne die

Uberexpression von Lmo0096.
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Im Hamolysetest ist durch die Erythromycin indutgeExpression von pERL3 im Wildtyp
und d0096-8 in beiden Wachstumsphasen eine leigtgéduktion der PrfA-Aktivitat
festzustellen. Die Uberproduktion von Lmo0096 im Idip fuhrt sowohl in der
logarithmischen als auch in der frihen stationdP@ase (Die Proben hierfir wurden bei
ODsoonm 0,8 abgenommen und entsprechend mehr Zellsuspensio Hamolysetest
eingesetzt.) zu einer starken Reduktion der Hamolyss fur eine starke Hemmung der
PrfA-Aktivitat spricht. Die d0096-8 Mutante zeigienschon unter D.3.3 gezeigt eine deutlich
verstarkte Hamolyse im Vergleich zum Wildtyp, wobebeiden Stammen in der stationaren
Phase mehr LLO gebildet wird als in der logarittehan Phase. Die Uberexpression von
Lmo0096 in d0096-8 verringert die PrfA-Aktivitdt na@0096-8 offensichtlich dramatisch, da
die Hamolyse noch unter den Wildtyp-Level fallt.
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E Diskussion

Listeria monocytogenesist ein Bakterium mit zwei verschiedenen Lebensemi
Saprophytisch, vorwiegend auf verrottendem Pflamaarial, und parasitisch in Saugetier-
bzw. Vogelzellen (Farber and Peterkin, 1991). D#tetielle Pathogenese beinhaltet das
Uberqueren des Darmepithels durch aktive Invasiodié Wirtszelle, Entkommen aus dem
Phagosom, Replikation im Cytosol und Aktin-vermidgeZell-zu-Zell Verbreitung. Die
wichtigsten listeriellen VirulenzgenerfA, plcA, hly, mpl, actA plcB, inlA, inIB, inlC und
uhpT) werden vom Transkriptionsaktivator PrfA reguli@ceimeister-Wachteet al, 1990;
Mengaudet al, 1991). Dieser Hauptregulator der Virulenzgend.iimonocytogenesurde
spater auch in der tierpathogenen Spetiesvanovii und im apathogeneh. seeligeri
identifiziert (Gouin et al, 1994; Lampidiset al, 1994), jedoch nicht in den reinen
UmweltkeimenListeria innocuaund Listeria welshimeri(Doumith et al, 2004; Hainet al,
2006). Phylogeniestudien haben gezeigt, dass dadeWkgencluster LIPI-1, in dem auch
PrfA organisiert ist, irL. innocuaund L. welshimerideletiert ist (Schmickt al, 2005). Die
verfugbaren Daten Uber die PrfA-regulierten GeneLinseeligeri zeigen eine geringe
Expressiorin vitro undin vivo (Karunasagaet al, 1997; Kreft and Vazquez-Boland, 2001).

E.1 Spezies-spezifische Unterschiede der PrfA-DNA-
Bindung

In vivo ist die PrfA-Aktivitat komplex reguliert mittelsoch nicht vollstandig verstandener
zusatzlicher Faktoren und abhéngig von metabols&exingungen (Dickneitet al, 1998;
Ermolaevaet al, 2004; Milenbachs-Lukowiakt al, 2004; Milenbacht al, 1997; Renzoni
et al, 1997), welche in den drei PrfA-exprimierendenefir. monocytogened.. ivanovii
und L. seeligeriverschieden sein kdnnten. Von Leb al wurde schon 2004 gezeigt, dass
gereinigtes m-PrfA in der Lage ish vitro die Transkription PrfA-abhéngiger Gene ahnlich
gut wie das konstitutiv aktive m-PrfA* zu initiieme In vivo jedoch wird m-PrfA im
Gegensatz zu m-PrfA* in seiner Aktivitat positiveschegativ moduliert (Goebel al, 2006;
Ripio et al, 1996). Dieser Unterschied zwischenvitro undin vivo Bedingungen deutet
darauf hin, dass noch unbekannte zellulare FaktoneArfA in vivo in seiner Aktivitat
beeinflussen. Jingste Untersuchungen, die in di€¢sdniitorischen) Faktor ein Element fur
einen Quorum-Sensing-Mechanismus sehen (Ermolagval, 2004), bestéatigen diese
Annahme.

In dieser Arbeit wurde zunachst mittels Electroghior Mobility Shift Assays (EMSA)
untersucht, ob die verschiedenen aufgereinigteAsRirh-PrfA,, m-PrfA*,; (nt = not tagged,
da diese Proteine keinen His-Tag besitzen), m-Ririd m-PrfA* ausL. monocytogenes-
PrfA aus L. ivanovii s-PrfA ausL. seeligeriund das Hybrid sm-PrfA) sich in ihren
Bindungseigenschaften an diély2 und RactA-Promotorregion vorL. monocytogened..
ivanovii und L. seeligeriunterscheiden. Schon Dicknege al. (1998) konnten zeigen, dass
die Bindungsaffinitdit von PrfA an die PrfA-Box allehochst ineffizient ist und grol3e
Mengen an PrfA benétigt werden um einen Clll-Komplus DNA und PrfA-Protein zu
bilden. Ein Cl-Komplex (aus DNA, PrfA und RNAP) kate gar nicht ausgebildet werden, da
dafir die Zugabe von RNA-Polymerase (RNAP) bendtigtl. Die Bindungsaffinitat wird
durch Nutzung des ganzen Promotorbereichs verltesser
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E.1.1 Bindungsaffinitat der verschiedenen PrfA-Proteine

Die mit den EMSAs erhaltenen Daten der Bindungsa#i der einzelneh. monocytogenes
PrfAs dhneln tendenziell den von Gerald Seideletsittsurface plasmon resonance" (SPR,
Biacore) ermittelten Daten der Gleichgewichtskomi&a der Dissoziation @ fur die
Interaktion der Proteine m-PrfA m-PrfA*,, m-PrfA und i-PrfA mit einer 28 bp langen
DNA-Sequenz, welche die perfekte PrfA-Box mit déankierenden sieben Basen von m-
Phly enthalt (Eckeet al, 2006). Die von Gerald Seidel durchgefuhrten SP&sddngen
ergaben folgende Gleichgewichtskonstanteg)(K,6+0,6 x10 M (m-PrfA,), ~8,2+0,6 x10
1M (m-PrfA*,), 6,0+1,0 x10° M (m-PrfA) und 3,6+0,1 x1¢° M (i-PrfA). Diese SPR
Daten unterstiitzen die Idee, dass aufgereinigtés Rrmindest partiell in aktiver Form
vorliegt und so an die PrfA-Box binden kann. Vontiri§ et al. wurden fir dielL.
monocytogeneBrfAs folgende Gleichgewichtskonstanten gemes&eh:x10’ M (PrfA) und
5+1 x10° M (PrfA*) (Eiting et al, 2005), welche um etwa drei dekadische GroRenogku
hoher sind als die von Gerald Seidel gemessenete\W&ies kann unter Umstanden mit den
verschiedenen Arten der Proteinaufreinigung zusamhé@®gen oder mit den
unterschiedlichen Puffern, die bei der SPR verwendeden, da diese vor allem in den
verwendeten pH-Werten (pH 7,4 gegenuber pH 8,5indeiet al)) stark voneinander
abweichen. In beiden Fallen zeigt die G145S PrfAttadhte gegenltber der wildtypischen
Form des PrfA-Proteins eine erhdhte Affinitat fie diel-DNA.

Die in Abschnitt D.1 durchgefuihrten EMSA-Versuchagen, dass m-PrfA* und i-PrfA mit
vergleichbarer Affinitat deutlich starker an digA2Box von m-Fhly binden als m-PrfA oder
gar s-PrfA. Bei Letzterem war Uberhaupt kein Clbofiplex zu detektieren, wahrend der
Clll-Komplex von m-PrfA mindestens 20-fach schwackear als der von i-PrfA und m-
PrfA*. Dieses Ergebnis war auch beid®Aund Fhly aller drei Spezies zu beobachten. An den
actA Promotoren aller drei Spezies konnte mit s-PrfA leochgeshifteter Cllla-Komplex
beobachtet werden, welcher moglicherweise aus DMAahr als einem s-PrfA besteht.

Die Ursache fur die hohe Bindungsaffinitat von 1Am Vergleich zu m-PrfA ist, konnte
bisher noch nicht geklart werden. Da sich i-PrfAEMSA jedoch sehr ahnlich wie m-PrfA*
verhalt, kbnnte es sein, dass i-PrfA eine der Vidg&umgen gegenuber m-PrfA aufweist, die
schon zuvor fur hyperaktive PrfA Proteine bescheretvurden (Ripicet al, 1997; Sheehaet
al., 1996; Shetron-Ramat al, 2003; Vegaet al, 1998; Vegaet al, 2004b; Wong and
Freitag, 2004). Im ClustalW Alignment von i-PrfAdim-PrfA in Abbildung 19 in das bereits
beschriebene PrfA* Mutationen eingetragen sind, béi i-PrfA der Cysteinrest 183 (S183C)
auf, der wie die beschriebene S183A PrfA* Substtut(Sheeharet al, 1996) fur eine
erhohte Aktivitat bzw. DNA-Bindung verantwortlicleia konnte.

Auffallig ist die Unstimmigkeit der Messungen auBRSund EMSA bezlglich der Bindung
von i-PrfA. Die gemessenepKfiir i-PrfA war mit 3,6x10° M kleiner als die von m-PrfA mit
6x10° M, jedoch ist die Bindung von i-PrfA im EMSA Ubkundertfach starker als die von
m-PrfA. Dies liegt wahrscheinlich an den verschrezteVersuchsbedingungen, da in der SPR
Oligonukleotide mit einer Lange von 28 bp untersusirden und DNA dieser Lange im
EMSA nur schwach mit PrfA interagiert. Daher wurde EMSA, wie schon zuvor
beschrieben, der 112 bp lange komplette Promoteidierverwendet (Dickneitet al, 1998;
Freitaget al, 1993; Sheehaat al, 1996), der mit PrfA einen starkeren Komplex ehtgas
die PrfA-Box allein.

Es zeigen also beide Methoden (SPR und EMSA) dinécie Tendenz flr die Bindung der
PrfA-Proteine und bestatigen nochmals, dass dieimgten Proteine auch ohne die
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Anwesenheit weiterer Faktoren aktiv sind (wie FEfckmannet al, 1996). Es wéare aber
maoglich, dass der unbekannte mit PrfA interagieeeRdktor auch ifE. coli M15 vorhanden
ist und bei der Aufreinigung der rekombinanten &ira mit eluiert wurde.

E.1.2 Bildung des geschlossenen Transkriptionskomplexes

Fur die Bildung des geschlossenen Transkriptionghexes wurde in den Ansatz RNAP in
der getesteten optimalen Konzentration von 1,5 BML..38) zugegeben. Im Gegensatz zum
Clll-Komplex konnte in den EMSA Versuchen ein gdeskener Komplex aus RNA-
Polymerase, PrfA und DNA (CI-Komplex) bei allen gasetzten PrfA-Proteinen und allen
getesteten Promotoren beobachtet werden. Der Clpkmist die Voraussetzung fur PrfA-
abhangige Transkription. Der gro3e Unterschied @dwas m-PrfA und i-PrfA in der DNA-
Bindung (Clll-Komplex) zeigte sich nicht bei derlding von Cl-Komplex. Fir einen
gesattigten Cl-Komplex (erkennbar daran, dass €#iiKkomplex aus RNAP und DNA mehr
vorhanden ist) an mH¥y (Abbildung 22) waren sowohl bei m-PrfA als auch bBirfA 60
nM Protein in 30 pl Versuchsansatz noétig. Bei mAPrvaren es sogar lediglich 18 nM. Fir
die gesattigte Bildung von Cl-Komplex bei s-PrfArnwadoch mit 3,5 uM eine rund 60-mal
hohere Konzentration als fur m-PrfA oder i-PrfA aederlich, bzw. 200 mal mehr im
Vergleich zu m-PrfA*.
Die EMSA Studien an dehly- und actA-Promotoren aller drei Spezies ergaben, dass die
aktiven PrfAs an die PrfA-Boxen der Promotoren Lorseeligeribinden und zusammen mit
der RNA-Polymerase einen geschlossenen Komplexerbikbnnen. Von Norman Mauder
wurden die sechs Promotoren mittglsvitro Transkription auf ihre Fahigkeit hin untersucht,
die Transkription zu initiieren (Ecket al, 2006). Es lie3en sich kleinere Unterschiede im de
Transkriptmengen feststellen, doch hat sich geze@ass die PrfA-abhangigen Promotoren
von L. seeligerivoll funktionsfahig sind. Eine spezies-spezifisétrgassung von Promotoren
und PrfA-Proteinen gleicher Spezies konnte wedeieim EMSA Versuchen noch in den "run
off" in vitro Transkriptionsassays von Norman Mauder nachgewiegeden. Das heil3t, dass
z.B. m-PrfA im Vergleich zu i-PrfA bei den Promatoraller drei Spezies die grundsatzlich
gleiche Aktivitat besitzt.
Die Fahigkeit zur Bildung von CIl-Komplex stimmt segut mit den in denin vitro
Transkriptionsexperimenten erhaltenen Daten Ubgrellerdings sind die Unterschiede
zwischen den einzelnen PrfA-Proteinen noch Kkleikdéghrend i-PrfA und m-PrfA praktisch
gleiche Aktivitat zeigen, ist die Aktivitat von mdRA* weniger als doppelt so hoch. Der
Unterschied zwischen s-PrfA und i-PrfA bzw. m-Piatragt bei demly-Promotoren etwa
Faktor 20 (Eckeet al, 2006).
Die in dieser Arbeit und von Norman Mauder erhatei&rgebnisse der Bindungsstudien und
Transkriptionsexperimente zeigen, dass fur eineiefite Transkriptionsaktivierung eine
starke DNA-Bindung notig ist. Dies wird im Fallerve-PrfA besonders deutlich. Das PrfA
von L. seeligeribindet schlecht an alle getesteten Promotorenzaigt auch eine geringe
Transkriptionsaktivierung. Zudem deuten die im Sspi-Experiment mit m-PrfA und s-
PrfA gebildeten CIl-Komplexe darauf hin, dass wenigé’rfA-Molekille am CIl-Komplex
gebunden sind im Vergleich zu den m-PrfA-Molekil€nes liegt mdglicherweise an der
geringeren Fahigkeit von s-PrfA, funktionelle Dirmeruszubilden, aufgrund der im Vergleich
zu m-PrfA C-terminalen Aminoséureaustausche, da Gdrerminus als wichtig fur die
Dimer-Bildung beschrieben ist (Herlet al, 2001).
Zudem konnte die Interaktion des PrfA-Proteins oetr RNAP von Bedeutung fur die
Transkription sein, da die Proteine m-PrfA, m-PrfAind i-PrfA trotz der grol3en
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Unterschiede in der DNA-Bindung alle &hnlich gutder Lage sind, die Transkription zu

initiieren (Eckeet al, 2006). Daneben konntein vivo beobachtete Unterschiede in der
Expression von Virulenzgenen nicht nur durch urtgeslliche Bindungsaffinitaten der PrfA-

Proteine an die Promotoren PrfA-abhangiger Geneailbegt sein, sondern auch durch
unterschiedliche Wechselwirkung mit den moglicheseenit PrfA interagierenden Faktoren,
welche die Aktivitat von PrfA regulieren (Heres al, 2005).

E.1.3 Auswirkung der N-terminalen His¢-Markierung

Die Untersuchung der Hignarkierten und unmarkierten PrfA-Proteine in EMB@&rsuchen
(D.1.4) am m-Rly Promotor ergab, dass die Bindung von m-Rréh die DNA-Sonde (CllI-
Komplex) zu schwach fir einen aussagekraftigen Maig mit m-PrfA war, wobei m-PrfA
einen zumindest detektierbaren CllI-Komplex bildeéBei den Proteinen m-PrfA¥und m-
PrfA* war zu erkennen, dass die kHdarkierung die Bindung etwa um den Faktor zehn
verbessert. Ahnliche Ergebnisse zeigen die Bindesrgsiche an mdtA wobei an diesem
Promotor m-PrfA* den deutlichsten Clll-Komplex audbt.

Messungen mittels SPR (von Gerald Seidel) an d&hinPrfA-Box ergaben fur m-Pria
eine Ky von 4,6x10 M und fiir m-PrfA eine I§ von 6x10"° M. Hiss-markiertes PrfA bindet
somit etwa um den Faktor sieben bis acht mal bemseatie PrfA-Box als das unmarkierte
Protein. Die hyperaktiven PrfA-Proteine m-Prip'und m-PrfA* konnten mit SPR nicht
verglichen werden, da die Bindung von m-PrfA* zarktwar und damit auRerhalb des
Messbereichs des Gerates lag (Eekal, 2006).

Es zeigen also beide Methoden (SPR und EMSA) dma &8-fach héhere Bindungsaffinitat
fur m-PrfA* im Vergleich zu m-PrfA und eine 50-fatidhere Bindungsaffinitat zwischen m-
PrfA* und m-PrfA: Die verbesserte Bindung der Kimarkierten Proteine ist auf vier
positiv geladene Histidinreste zuriickzufuhren, desel die Bindung des Proteins an die
negativ geladene DNA verstarken. Histidinseitergettsind die einzigen, die bei
physiologischen pH-Werten ihre Ladung andern koniee Seitenkette eines Histidinrestes
besitzt einen pKs-Wert von 6,7 bis 7,1, d.h. irsdi@ pH-Bereich liegt der Aminoséurerest zu
50% in protonierter Form vor. Die oben genanntemsMehe wurden bei pH-Werten von 7,4
(SPR) und 7,9 (EMSA) durchgefiihrt, womit die Histréste noch zu einem gewissen Tell
protoniert und damit positiv geladen sein durften.

Obwonhl die Hig-Markierung die Bindung an die Ziel-DNA verbesséiifirt sie in EMSA-
Versuchen nicht gleichzeitig zu einer proportiomdheren Bildung von Cl-Komplex. Auch
vitro Transkriptionsstudien mit den vier verschiedenefAfProteinen an m-Rly und m-
PactA (durchgefuhrt von Stefanie Mdller-Altrock) zeigtekeine Erhéhung der
Transkriptionsrate, die mit der hoheren DNA-Binduiigereinstimmen wurde. Sowohl die
Bildung von CI-Komplex als auch die Transkriptiokibatat wurden durch Hismarkierte
PrfA Proteine gegenuber den nicht markierten h@&etssum den Faktor zwei verstéarkt (Ecke
et al, 2006).

E.1.4 Untersuchung der Bindungseigenschaften des Hybrids
sm-PrfA

Da s-PrfA eine vergleichsweise niedrige Bindungsesghaft und Transkriptionsaktivitat an

PrfA-abhéangigen Promotoren aufweist, wurde dessam@sauresequenz mit denen von m-

PrfA und i-PrfA verglichen und dort nach moglich@rinden fur die geringe Aktivitat

gesucht. Dabei fiel eine Haufung von AbweichunganG-terminalen Teil von s-PrfA auf,
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die unter Umstanden fur die verringerte Aktivitéérantwortlich sein konnten. Der C-
Terminus von PrfA ist fur die Interaktion des Pmgemit der Ziel-DNA verantwortlich, und
es konnte bereits gezeigt werden, dass sein Feblemem Verlust der DNA-Bindung fuhrt
(Herleret al, 2001).

Um zu Uberprifen, welchen Einfluss die C-terminal@minoséuresubstitutionen im
Vergleich zu m-PrfA auf die Aktivitat von s-PrfA ban, wurde von Norman Mauder ein
Hybridprotein (sm-PrfA) aus s-PrfA und m-PrfA hestglt. Dieses sm-PrfA gleicht s-PrfA
bis auf die letzten 38 C-terminalen Aminoséaurerestelche durch die 38 C-terminalen
Aminosaurereste von m-PrfA ersetzt wurden. Die énat m-PrfA, sm-PrfA und s-PrfA
wurden in direktem Vergleich mittels EMSA-Versucheamd von Norman Mauder in vitro
Transkriptionsstudien an der DNA-Sonde desmhyPromotors getestet (Ecle¢ al, 2006).

Die EMSA-Studien ergaben keine miteinander verglegcen PrfA-DNA-Komplexe (CllI-
Komplex), da die Bindung dieser PrfA-Proteine ae @NA-Sonde in den gewahlten
Konzentrationen zu schwach war. Somit kann die @&ngdder Proteine an die Ziel-DNA
nicht direkt verglichen werden. Komplexe aus RNAyAwrase und DNA-Sonde (ClII-
Komplex) und geschlossene TranskriptionskomplexeRMA-Polymerase, PrfA-Protein und
DNA-Sonde (Cl-Komplex) konnten detektiert werderit M-PrfA ging der Cll-Komplex bei
einer PrfA-Konzentration von 60 nM vollstandig ierdCI-Komplex tber. Dies geschah mit
sm-PrfA bei einer Konzentration von 2,8 uM und gRrfA bei einer Konzentration von 3,5
pHM. Die von Norman Mauder durchgefuhrtenvitro Transkriptionsstudien ergaben, dass
eine zur Cl-Komplexbildung &ahnliche Menge an Prot&ir die Trankriptionsaktivierung
notig ist (Eckeet al, 2006).

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass sm-PrfArgexzge s-PrfA eine verbesserte Aktivitat
besitzt, doch ist diese nur sehr gering. Demzufaigéssen andere Unterschiede in der
Aminosauresequenz fir die niedrige Aktivitat voRr§A verantwortlich sein.
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E.2 PrfA-Aktivitiat von Listeria monocytogenes in
verschiedenen Kulturmedien

Die Virulenz vonL. monocytogenest abhédngig vom Transkriptionsregulator PrfA, eier
von den Wachstumsbedingungen reguliert wird. Vollmen inhibiert die PrfA-Aktivitat
generell (Kreft and Vazquez-Boland, 2001). Dieganibitorische Effekt wird durch die
Zugabe von Aktivkohle (Ripioet al, 1996) oder dem Amberlite XAD-4 ins Medium
aufgehoben (Rauch, 2003). Daher wurde angenommass dnoglicherweise vori.
monocytogenesns Kulturmedium abgegebene Komponenten fir diéA-Rthibierung
verantwortlich sein konnten oder mit PrfA-aktivieden Faktoren interagieren (Ermola&ta
al., 2004). Andererseits haben die unter D.1 und vomMBuder erhaltenen Daten deutlich
gezeigt, dass aufgereinigtes m-PrfA bei der Traps&nsinitiationin vitro fast genauso aktiv
ist wie m-PrfA* (Eckeet al, 2006; Luoet al, 2004). Diese Daten deuten an, dass PrfA
entweder keinen aktivierenden Faktor ben6tigt aldess dieser bei der Aufreinigung an PrfA
gebunden ist. Diese Beobachtungen zeigen deutliahs zumindest zuséatzlich zu einem
maoglichen PrfA-aktivierenden Faktor, die PrfA-Aktét in vivo von inhibierenden Faktoren
beeinflusst wird. Die Bindung an diesen inhibieremdFaktor ist wohl kovalent und
wahrscheinlich schwach, da der Faktor bei der Anifyang offenbar verschwindet.

Stefanie Muller-Altrock konnte zeigen, dass keider PTS-Zucker Cellobiose, Glucose und
Mannose die PrfA-abhéangige Transkriptionvitro direkt beeinflusst. Auch Komponenten
des PTS-Stoffwechselweges (El, HPr, HPr-His-P) atlar Kohlenstoffkatabolitrepression
(CcpA, HPr-Ser-P) haben keinen direkten Einflussdéel PrfA Aktivitat in vivo oderin vitro
(Behari and Youngman, 1998; Hereb al, 2005; Mertinset al, 2007; Milenbachst al,
1997).

Aktuelle Daten deuten darauf hin, dass der Phogbbningsstatus der PTS-Permeasen fir
die oben genannten Zucker mit der PrfA-Aktivitatrdediert (Joseplet al, 2008; Mertinset
al., 2007). Darauf basierend wurde ein Modell aufdésteach dem unphosphorylierte PTS-
Permeasen PrfA inhibieren kdnnten, indem sie diegekPrfA binden. Die phosphorylierten
PTS-Permeasen dagegen konnten entweder PrfA aktivder den inhibitorischen Faktor
von dem inhibitorischen PTS/PrfA-Komplex entfernsa,dass das freie PrfA transkriptionell
aktiv werden kann oder nicht an PrfA binden undseéesomit nicht inaktivierern vitro
erhalt man unphosphorylierte PTS-Komponenten vaend in der logarithmischen
Wachstumsphase, wenn das Phosphat an den Zuckeragbe wird, wohingegen in der
stationédren Phase die PTS-Komponenten phospharyletiegen, da kein Zucker mehr
aufgenommen wird. Eine &hnliche Interaktion zwischKomponenten des Glucose-
spezifischen PTS und dem globalen Transkriptiondaeégr Mic ist schon furE. coli
beschrieben worden (Naet al, 2001). Die in diesem Teil der Arbeit erhalteneatdh, sowie
die von S. Mertins und B. Joseph beschriebenen nDattauben jedoch keine genaue
Definition, mit welchen PTS-Permeasen PrfA inteeagi konnte.

Um das aufgestellte Model besser untersuchen zaekjnwurden det.. monocytogenes
Wildtyp-Stamm EGD, welcher eine Kopie dpsfA-Gens unter Kontrolle seines eigenen
Promotors im Genom tragt (Mengaetal, 1991), sowie die dgsrfA bzw. prfA* Gen auf
einem in hoher Kopienzahl vorliegenden pERL3-PlastnagendeprfA-Deletionsmutante
EGDAprfA in verschiedenen Medien untersucht. Die Geri@ und prfA* werden auf dem
Plasmid unter Kontrolle der beiden konstitutivenorRotoren PprfAl und PprfA2 auf
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konstant hohem Niveau exprimiert. Entsprechend Medell wurde erwartet, dass die hohe
zellulare Konzentration an PrfA (und mdglicherweigach PrfA*) durch Bindung der

unphosphorylierten PTS-Komponenten die PTS Funkdmschranken konnte. In der Tat
wurde schon von A. Marr eine Wachstumsinhibierumg bberexpression von PrfA und
PrfA* festgestellt (Marret al, 2006).

Als Kulturmedien fur die Versuche wurden BHI (brdieart infusion), Luria-Bertani (LB)
und ein definiertes Minimalmedium (MM, (Premarateé¢ al, 1991)) ausgewahlt und
entweder mit den PTS-Zuckern Glucose, Mannose @adiobiose versetzt oder mit der
nicht-PTS-Kohlenstoffquelle Glycerin. Die PrfA-Akitat und das Transkriptprofil der Gene,
die fir PTS-Permeasen codieren, wurden in der itbgaischen Phase untersucht, in der noch
aktiv Zucker transportiert werden.

E.2.1 Verhalten von L. monocytogenes EGD, EGDAprfApPrfA
und EGDAprfApPrfA* in verschiedenen Kulturmedien

Untersuchungen mit eingtsHInsertionsmutante (personliche Mitteilung S. Mesji haben
gezeigt, dass PTS-Zucker nicht die einzige Eneugibgl vonL. monocytogenem BHI zu
sein scheinen, da die Mutante in BHI im GegensatMmimalmedium mit verschiedenen
Zuckerquellen noch wachsen kann. Dennoch ist dash®¢am derptsHMutante im
Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert, was ddrhindeutet, dask. monocytogenelSGD

in BHI zuséatzlich PTS-Kohlenstoffquellen zur Verting stehen (Sto#t al. 2008).

In dem Vollmedium BHI verandert die Zugabe von Katdtoffquellen (Glucose, Mannose,
Cellobiose oder Glycerin) das Wachstum aller dtén®ne nicht. Dennoch weisen die PrfA-
Uberexprimierenden Stdmme eine etwas langere Gemmzeit auf als der Wildtyp. Das
verringerte Wachstum der beiden PrfA-Uberexprinmdesn Stamme EGAprfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* korreliert mit den Annahmen des Modells, slake Uberexprimierenden-
Stamme durch Binden der unphosphorylierten PTS-Kwrapten langsamer wachsen.
Gleichzeitig wird jedoch so viel PrfA produziert, asd EGRprfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* eine wesentlich hohere PrfA-Aktivitat aufwgen als der Wildtyp EGD,
dessen PrfA-Aktivitat in BHI sehr gering ist. Wieh®n beim Wachstum, verandert in BHI
die Zugabe der Kohlenstoffquellen die PrfA-Aktitif@ast gar nicht. EGD hat nach Zugabe
von Cellobiose ins Medium eine etwas verringert@#ktivitat, auf EGDAprfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* haben die Zucker in BHI keinerlei Auswirkung

In reinem LB Medium zeigenL. monocytogenesEGD, EGDM\prfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* nur geringes Wachstum und giesH-Mutante ist nicht in der Lage in LB
(ohne und mit Zugabe der Kohlenstoffquellen) zu hgan (Stollet al. 2008). Das deutet
darauf hin, dass das geringe Wachstum von EGD ibikBu einer OkyonmVvon 0,6 aufgrund
von PTS-Kohlenstoffquellen im Medium stattfindetirdt50 mM Glucose, Mannose oder
Cellobiose ins Medium gegeben wachst EGD auf eidkniichen Level wie in BHI, 50 mM
Glycerin im Medium verringert die Generationszein L0 min. EGRAprfApPrfA und
EGDAprfApPrfA* haben im Vergleich zu EGD jeweils eine um 20in verlangerte
Generationszeit.

Das Wachstum von EGD in LB mit den drei PTS-Zuckend Glycerin verursacht eine sehr
geringe, kaum messbare PrfA-Aktivitdt. Obwohl ggarMengen an PrfA produziert werden,
ist es nicht aktiv.
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Die PrfA-Aktivitat von EGDAprfApPrfA ist im Vergleich zu EGD nur schwach erhoéht,
obwohl in Gegenwart aller vier Kohlenstoffquelleanguso viel PrfA gebildet wird wie in
EGDAprfApPrfA*. Glycerin als Kohlenstoffquelle erhdht digfR-Aktivitat in geringem
Mal3e. EGAprfApPrfA* produziert, wie erwartet, hohe Mengen an®Pyfwelches &hnlich
aktiv ist wie in BHI.

L. monocytogenesann in nach Premarate¢ al. (1991) hergestelltem Minimalmedium ohne
Zugabe von Kohlenstoffquellen nicht wachsen. Digahe von 50 mM Glucose, Cellobiose,
Mannose oder Glycerin flihrt nach einer langen Lagse zu einem im Vergleich zu BHI und
LB sehr langsamen Wachstum, da die Generationazbge allen drei Stammen mehr als
doppelt so lang sind. In Glycerin-haltigem MM bdagéh EGD und EGRprfApPrfA am
langsten, um das Wachstum zu starten. B@EPApPrfA* hat die langste Lag-Phase und
Generationszeit in Cellobiose-haltigem MM.

Die PrfA-Aktivitat von EGD ist nach Wachstum in MMit Glucose, Mannose und vor allem
Glycerin wesentlich héher als in BHI, Cellobiosailriert wie schon von Brehret al. (1999)
beobachtet die PrfA-Aktivitat stark. EQPrfApPrfA* zeigt wieder die erwartet hohe PrfA-
Aktivitat, EGDAprfApPrfA dagegen zeigt &hnlich wie in LB trotz mit EGRfApPrfA*
vergleichbarer PrfA Menge eine stark verringertBARAktivitat. Diese ist fast so gering wie
beim Wildtyp nach Wachstum in Cellobiose-haltigeriviM

Die erhaltenen Daten zeigen deutlich, dass die det Kohlenstoffquelle und des
Wachstumsmediums eine starke Auswirkung auf did-RKtivitdt von L. monocytogenes
EGD, EGDAprfApPrfA nicht aber von EGBprfApPrfA* haben. Um diese Auswirkungen
und das postulierte Modell der Regulation der PM&ivitat genauer erklaren zu kdnnen,
wurden von den bis zu 29 kompletten und unvollsger PTS der verschiedenen Zucker-
Familien, den Genen flur die Glycerinaufnahme @A sowie den PrfA-abhéngigen
Virulenzgenen (Glaseet al, 2001; Nguyenet al, 2006) so genannte PTS-Microarrays
hergestellt. Der Wildtyp EGD wurde nach WachstunBil, LB und MM mit jeweils 50
mM Glucose in der mittleren logarithmischen Wachstphase untersucht und die PrfA-
Uberexprimierenden Stamme nach Wachstum in MM ergchiedenen Kohlenstoffquellen.

E.2.2 Expressionsdaten von L. monocytogenes EGD,
EGDAprfApPrfA und EGDAprfApPrfA* in verschiedenen
Kulturmedien

Die erhaltenen Daten der PTS-Microarrays zeigertlideydass von EGD in LB nur sehr
wenig PrfA exprimiert wird, welches zudem inaktst.iDie PrfA-Aktivitat ist in BHI deutlich
hoher als in LB und am ausgepragtesten in MM mitn®0 Glucose.

Das Wachstum von EGD in BHI ist von PTS-Zuckernaaighig ist, da eine hohe Expression
des PT¥*(Imo0096-98) und in geringerem MaRe PT8Hmo0781-0784) beobachtet
werden. Offenbar wird Glucose vor allem Uber diesei PTS-Permeasen aufgenommen, da
alle anderen PTS-Permeasen nur sehr schwach eggriwerden. Die Komponenten dieser
PTS liegen wahrend der aktiven Zuckeraufnahme rzeneiGro(3teil unphosphoryliert vor und
konnten somit laut dem Modell an PrfA binden undrextivieren. Dies korreliert mit der
geringen PrfA-Aktivitat von EGD in BHI.
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In LB mit Glucose sind die zwei P¥&(Imo0096-98) und PT$"(Imo0781-0784) deutlich
starker exprimiert als in BHI. Da jedoch das Waghsin LB mit Glucose anders als in BHI
vollig von der Aufnahme von Glucose abhangt, liegegrmutlich die PTS-EIIA/B-
Komponenten der PT%8" in wesentlich héherem MaRe unphosphoryliert verimIBHI und
konnen somit mehr PrfA binden und inaktivieren. Dierklart auch die geringe PrfA-
Aktivitdt von EGDAprfApPrfA in LB. Trotz der hohen Menge an gebildeterfARiegt in der
Glucose-aufnehmenden Zelle so viel von dem in holhdafe exprimierten EIIA/B von
PTS"™"(Im00096-98) und PTE"(Imo0781-0784) in unphosphorylierter Form vor, dBst
gebunden und inaktiviert wird. Das auf3ert sich aactier verringerten Generationszeit von
EGDAprfApPrfA im Vergleich zu EGD, da durch Binden der uoghorylierten PTS-
Komponenten weniger von HPr phosphoryliert werdémnlen und daher weniger PTS-
Permeasen fur die Zuckeraufnahme funktionsfahid, @bwohl mehr exprimiert werden. Die
Beobachtung der verringerten Wachstumsrate beiheghdrfA Produktion korreliert auch
mit den Daten von A. Maset al. (2006).

Bei Wachstum voih.. monocytogeneSGD in MM mit Glucose ist die Expressionsstarka vo
PTS"¥(Im00096-0098) und PT8"(Imo0781-0784) deutlich geringer als in BHI oder uid
die PrfA-Aktivitat eindeutig hoher. Das passt wiedem Modell der Regulation der PrfA-
Aktivitat, da die geringere Expression der PTS-Rexsen eine geringere Menge an
unphosphoryliertem EIl zur Verfigung stellt, welsheit PrfA interagieren kann und die
PrfA-Aktivitat hemmt. Daher ist die PrfA-Aktivitdh MM hoher als in BHI oder LB. Daten
von B. Josephet al. (2008) zeigen zudem, dass PrfA nur in der Phasgveak
Zuckertransports gehemmt wird. Wird nun aufgrundgkgingen PTS-Expression nur wenig
Zucker aufgenommen, ist PrfA aktiv.

Die Expressionsdaten zeigen also, dassionocytogeneEGD nach Wachstum in BHI, LB
oder MM vor allem die zwei PT%"(Im00096-0098) und PT8"(Imo0781-0784) exprimiert,
welche die wichtigsten Glucose aufnehmenden PT8w®asen irl.. monocytogeneEGD-e

zu sein scheinen (Dalet al, 2001; Xue and Miller, 2007). Zusatzlich werdercimalie Gene
fuir ENIBC des Beta-Glucosid spezifischen Ff@mo1255) und das EIIA des
PTS*(Im02259) relativ stark exprimiert. Alle anderen S2Permeasen werden in den drei
Medien mit 50 mM Glucose (wenn uberhaupt) nur aném sehr geringen Level produziert.
Diese Annahmen setzen natirlich voraus, dass dae&sionsmuster der PTS-Gene auch der
gebildeten Proteinmenge in der listeriellen Zetiespricht.

Da die Auswirkungen der verschiedenen Zucker bemsndh Minimalmedium gut zu
verfolgen sind, wurden von den beiden PrfA-Uberem@renden Stamme EGIpriApPrfA
und EGDAprfApPrfA* im Vergleich zu EGD nach Wachstum in MM n3i®@ mM Glucose,
Cellobiose und Glycerin bis in die mittlere logantische Phase ebenfalls PTS-Microarrays
gemacht. Die Daten zeigen, dass in MM mit GlucoseDEprfApPrfA gleich viel
PTS"¥(Im00096-0098) exprimiert wie der Wildtyp, jedoch esentlich mehr
PTS™"(Imo0781-0784) und P1&(Im02683-2685). Mdglicherweise inaktivieren die bi#n
Konzentrationen an unphosphorylierten EIll-Kompoeentdieser PTS (wahrend der
Zuckeraufnahme) die erhéhte Menge an PrfA, indesrdaran binden. Umgekehrt fuhrt die
geringere Menge dieser PTS-Komponenten im Wildtyginer relativ hohen PrfA-Aktivitat.
Diese Annahmen korrelieren zudem wieder mit dem &flpdda das Wachstum von
EGDAprfApPrfA deutlich langsamer ist als das von EGD (220 im Vergleich zu 100 min
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Generationszeit), da es die unphosphorylierten Rdi®ponenten blockiert. Zudem wird
durch die geringere Zuckeraufnahme weniger PEPuzied, die Phosphorylierung der Ell
Komponenten verringert und somit zeigt sich einrggres Wachstum.

EGDAprfApPrfA* exprimiert nach Wachstum in MM mit Glucosema wenigsten
PTS"¥"(Im00096-0098), fast genauso viel P*%Imo0781-0784) wie EGBprfApPrfA und
nur wenig PT§(Imo02683-2685). Trotzdem ist seine PrfA-Aktivitdtnt reduziert, sondern
nur das Wachstum. Mdglicherweise bindet auch PIRA'S-Komponenten, bleibt aber durch
die G145S Mutation trotzdem aktiv und verlangsammtcd weniger funktionsfahige PTS-
Permeasen nur das Wachstum von BBBAPPIA".

Nach Wachstum der Stamme in MM mit 50 mM Cellobiagedie PrfA-Aktivitat in EGD
stark inhibiert, obwohl die Gene fir P4%Imo0096-0098) und PT4"(Imo0781-0784)
herrunterreguliert sind. Gleichzeitig ist jedocts I $*(Im02683-2685) stark hochreguliert.
Wahrend des aktiven Cellobiose-Transports werde® dRTS-Komponenten von
PTS*(Im02683-2685) dephosphoryliert und es liegen gmReMengen im
unphosphorylierten Zustand vor. Passend zum awdifest Modell der Regulation der PrfA-
Aktivitat ware es moglich, dass auch die unphosgleten PTS-Komponenten der
Cellobiose-spezifischen PTS PrfA binden und ina&ten kdnnen, moglicherweise sogar
starker als die fur Mannose, was die generell staderrunterregulation von PrfA in
Cellobiose-haltigem Medium erklaren wirde. Dies ddirauch das stark reduzierte
Wachstum von EGRprfApPrfA in MM mit Cellobiose begreiflich machen. Wendas im
UbermaR produzierte PrfA* die unphosphoryliertefrEEdmponenten bindet, kann weniger
Cellobiose aufgenommen werden und das Wachstunzietisich. Der Effekt wird noch
verstarkt durch die trotzdem vorhandene Aktivitéh WPrfA*, welches standig die Produktion
von neuem PrfA* anregt, welches wiederum die pregiten PTS-Komponenten bindet.

Bei Wachstum in Glycerin-haltigem MM werden die twéchtigsten PT82" fast gar nicht
exprimiert (&hnlich dem Level in Cellobiose). Dagrgverden viele andere PTS-Permeasen
(vor allem die unter Katabolitrepression stehend&osephet al, 2008)) unter diesen
Bedingungen durch die teilweise Aufhebung der Kalitlepression exprimiert (z.B.
PTS(Imo0298-0299) oder PTS(Im02096-2098)). Obwainl den Glycerin-Transport keine
PTS-Permeasen benttigt werden ist HPr-HisP (phogidr EIIA) in L. monocytogenesie

in B. subtilis(Darbonet al, 2002) wichtig fur die Aktivierung der Glycerinkise (GlpK)
(Josephet al, 2008). Daher ist es mdglich zu postulieren, dadiesin geringem Malde
exprimierten PTS-Komponenten von P?%Imo0096-0098), PT%$"(Imo0781-0784) und
PTS?(Im02683-2685) in phosphorylierter Form vorliegemdusomit nicht an PrfA binden
und dieses inaktivieren. Das heil3t also, die PT8ysanenten werden exprimiert (wenn auch
nur in geringem Mal3e), vom vorhandenen HPr-HisPsphoryliert und kbnnen das Phosphat
nicht an das jeweilige Zuckersubstrat abgeben,ailzek im Medium vorhanden ist. Da nun
keine oder nur wenige unphosphorylierte PTS-Kompterevorhanden sind, erklart dies die
hohe PrfA-Aktivitat der drei untersuchten Stammésigcerin-haltigem MM. Die Ergebnisse
von EGM\prfApPrfA zeigen keine so stark erhdhte PrfA-Aktivititas vermutlich an der
hohen Expression von P#§Imo2683-2685) und P1&(Imo2259) liegt, deren PTS-
Komponenten nicht alle phosphoryliert werden. EGOApPPrfA* zeigt dagegen wieder die
erwartet hohe PrfA-Aktivitat, da die gebundenenhogphorylierten PTS-Komponenten die
Aktivitat von PrfA* nicht zu beeinflussen scheinen.
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Auch die langere Lag-Phase und das prinzipiell stwexrringerte Wachstum der Stamme in
Glycerin-haltigem Medium lasst sich so erklaren, ian den PTS-Komponenten viel
Phosphat vom HPr-HisP abgefangen wird, welches filbedie Glycerinaufnahme bendtigt
wird.

Die Annahme, dass die PrfA-Aktivitat von Komponentder Phosphotransferasesysteme
(vorwiegend Mannose und Cellobiose) moduliert wirdyird zudem von den
Transkriptomdaten der zwél. monocytogeneStamme EGD und EGD-e unterstitzt. EGD
zeigt im Hamolysetest, in Real-Time-Analysen undhaim Microarray eine 4 bis 10 fach
hohere PrfA-Expression und PrfA-Aktivitat als EGDEetrachtet man nun die Expression
der PTS-Gene in den Transkriptomdaten nach WachistdviM mit 50 mM Glucose, so fallt
auf, dass PT$"(Imo0781-0784) und PT&(2683-2685) in EGD-e mehr als zehnmal so stark
exprimiert sind als in EGD. Sind nun in EGD wenid®&fS-Komponenten exprimiert, so
konnen auch weniger unphosphorylierte KomponentePdA binden und dieses in seiner
Aktivitat inhibieren.

E.2.3 Verhalten von L. monocytogenes EGD, EGDAprfApPrfA
und EGDAprfApPrfA* nach Zugabe von XAD-4 ins
Medium

Die Zugabe von Amberlite XAD-4 in das Kulturmediwon L. monocytogeneblat einen
ahnlich stimulierenden Effekt auf die PrfA-Aktivitévie Aktivkohle (Ermolaevat al, 1999;
Rauch, 2003). Basierend auf dieser Erkenntnis wilmblegt, ob XAD-4 oder Aktivkohle
maoglicherweise Komponenten aus dem Kulturmediunordisren, die die PrfA-Aktivitat
inhibieren. Da Aktivkohle einen geringeren Effelf 8rfA hat als XAD-4 wurde letzteres fur
die Versuche ausgewahlt.

In LB Medium mit 50 mM Glucose bewirkt die Zugabenvl1% XAD-4 beim Wildtyp EGD
fast keine Veradnderung in Wachstum oder der PriAndit. Beim PrfA*-
Uberexprimierenden Stamm EGPrfApPrfA* erhoht sich die Generationszeit von 60 min
auf etwa 100 min, wobei die PrfA-Aktivitat ebenfalkaum beeinflusst wird. Der PrfA-
Uberexprimierende Stamm E@PrfApPrfA, welcher in LB mit Glucose stark in seinefA?r
Aktivitat gehemmt ist, zeigt dagegen eine starkeadderung nach Zugabe von XAD-4 ins
Medium. Zum einen erhoht sich die Generationszeit @wa 50 min auf fast 200 min, das
heil3t, der Stamm wachst viermal langsamer als obiB-4 im Medium. Zum anderen
erhoht sich die PriA-Aktivitat stark.

Das Bild andert sich, wenn man MM mit 50 mM Glucasa 1% XAD-4 betrachtet. Der
Wildtyp EGD-e bendtigt etwa 20 min langer fur eierdopplung und zeigt eine erhdhte
PrfA-Aktivitat. Die PrfA Uberexprimierenden Stamrdagegen wachsen mit einer um 50 min
verkirzten Generationszeit und die PrfA-Aktivit&rnngert sich nach Wachstum in MM mit
50 mM Glucose und 1% XAD sogar.

Die Daten zeigen wieder deutlich, dass die PrfA-emit der Wachstumsgeschwindigkeit
korreliert. Zum Interpretieren der XAD-4 Effektendijedoch noch weitere Daten notwendig:
Von B. Knaupp (personliche Mitteilung) wurden didRX-4 Kigelchen nach dem Wachstum
mit L. monocytogenesmittels Gaschromatographie untersucht und Riboflaals
Hauptprodukt detektiert, welches von den Kigelches dem Medium absorbiert wird. Das
Fehlen von Riboflavin im Medium beeinflusst aberige Stoffwechselwege, so dass von B.
Joseph (personliche Mitteilung) Microarrays rhitmonocytogenesach Wachstum in MM
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mit Glucose und Cellobiose mit und ohne XAD-4 dgetiihrt wurden. Diese zeigten neben
der Aktivierung von PrfA auch in der spatlogaritsotien Phase, dass P*#%Imo0096-
0098) und PTS(2683-2685) herrunterreguliert sind. GleichzeitigdsGene der letzten
Schritte der Glycolyse herrunterreguliert, so dadguvat schlechter in Acetyl-CoA
umgewandelt werden kann. Zudem konnte S. Mertingeme dass der Wildtyp in LB
Medium héhere Konzentrationen an XAD-4 (5%) bertdtitamit die PrfA-Aktivitat erhéht
wird (Mertins, 2008).

Die verringerte Expression der P1&Imo00096-0098) und PT&(2683-2685) kénnte zum
einen das verringerte Wachstum der Stamme erklaebgi gleichzeitig das Fehlen der
unphosphorylierten PTS-Komponenten die PrfA-Ak#vit erhoht. Die gleichzeitige
Akkumulation der Intermediate der Glykolyse und vB&EP fihrt zu einem erhohten
intrazellularen Level an HPr-His-P und vermehrt gtworylierten PTS-Komponenten,
welche PrfA nicht inhibieren. Aus den Daten lagsh sschliel3en, dass die erhdhte PrfA-
Aktivitat nach Zugabe von XAD-4 ins Medium nichtrdh die spezifische Interaktion der
XAD-4 Kigelchen mitL. monocytogenesder durch Absorption inhibierender Faktoren zu
erklaren ist, sondern durch die Veranderung deffv@iohsels.

So bendtigt der in LB stark in seiner PrfA-Aktiviténhibierte Wildtyp mehr XAD-4 im
Medium als EGRprfApPrfA. Es ist zu vermuten, dass die durch die Viée@mng des
Stoffwechsels hervorgerufene Reduktion der PTS-Kamepten auch in LB auftritt und fur
EGDAprfApPrfA eine erhdhte PrfA-Aktivitat bewirkt. Da von@® in LB im Vergleich zu
MM aber sehr viel PT$"(Im00096-0098) und PT8"(Imo0781-0784) produziert wird, ist es
maoglich, dass eine XAD-4 Konzentration von 1% niabsreicht den Stoffwechsel so weit
zu verandern, dass sich die PrfA-Aktivitdt erh6Budem ist in LB wesentlich mehr
Riboflavin vorhanden (B. Knaupp, personliche Mitiag). In MM aktiviert die Veranderung
des Stoffwechsels wie schon erwartet die PrfA-Akdivdes Wildtyps. EGRprfApPrfA zeigt
jedoch eine Reduktion der PrfA-Aktivitat. Dies mstht eindeutig zu erklaren und es mussten
noch Transkriptomdaten von diesem Stamm nach Wathst MM mit Glucose und 1%
XAD erstellt werden um eine genaue Aussage UbeEgpmession der PTS- und Glykolyse-
Komponenten zu treffen.

Die bisher gezeigten Daten flr Wachstum, PrfA-Akdityund PTS-Genexpression korrelieren
alle mit dem aufgestellten Model der Regulation BEA-Aktivitat. Um genauere Aussagen
treffen zu kdénnen, wurden die Phosphotransferatasgs vonL. monocytogene&GD-e
genauer untersucht.
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E.3 Listerielle Phosphotransferasesysteme

L. monocytogenesst ein heterotropher Organismus, der in der Listjeeine Vielzahl von
Kohlenhydraten zu verwerten und hat viele allgemaimetabolistische Wege mitacillus
subtilis gemein. Fur die effiziente Aufnahme einer Vielzahéser Substrate besitit
monocytogenesiach der Genomsequenz (Glasdral, 2001) 84 ptsGene, die fur 29
komplette PTS und 12 einzelne EIIA-, EIIB-, EIICEIIAB- oder EIIBC-Komponenten
codieren. Tabelle 18 (im Anhang) bietet einen Ubekb liber alle ptsGene, die
Substratspezifitat der dazugehoérigen PTS-Permeaas@niber putative Regulatoren ges
Operons. Die Einteilung der PTS-Familien wurde ndeh Nomenklatur von Barabote und
Saier (2005) erstellt. Von S. Mertins konnte in Merrays mitccpA und/oder hprK
Insertionsmutanten gezeigt werden, dass einigeeidie3 S-Gene unter Katabolitrepression
stehen (Mertinet al, 2007). Andere wiederum sind offensichtlich sudistduziert (Daleet
al., 2001; Josepbt al, 2008).

Der Kohlenstoffstoffwechsel hat einen starken Hisdl auf die Aktivitdt des zentralen
Transkriptionsregulators PrfA und die Virulenz ionmonocytogene®eim Wachstum von
L. monocytogenem definiertem MM in Gegenwart der PTS-Zucker Gise, Mannose und
Cellobiose kann eine starke Kohlenstoffkatabolitespion (CCR) beobachtet werden und die
PrfA-Aktivitat ist gering (Mertinset al, 2007). Im Hinblick auf die PrfA-Aktivitat scheiets
eine Hierarchie unter den PTS-Zuckern zu gebenlokleke hat den am stérksten
reprimierenden Einfluss auf PrfA. Glucose, Mannasel Fructose inhibieren die PrfA-
Aktivitat in einem geringeren Mal3. Saccharose dageduat keinen Einfluss auf die PrfA-
Aktivitat (Gilbreth et al, 2004; Milenbach®t al, 1997). Im Gegensatz dazu sind alle PrfA-
regulierten Gene in der nicht-PTS-Kohlenstoffqu&ligcerin hoch induziert, was die Rolle
der PTS-Permeasen bei der PrfA-Inhibierung nocheratieicht. Jedoch weder CcpA
(Milenbachset al, 1997) noch HPr-Ser-P (Merties al, 2007), die zwei Hauptkomponenten
der CCR-Kontrolle in Gram-positiven Bakterien, fisrgn direkt als Modulator fur PrfA.

Glucose, Mannose und Cellobiose werden lUber PT&dzsen aufgenommen, da episH
Insertionsmutante ptsH), die kein HPr mehr bildet, nicht mehr auf dieZerckern wachsen
kann (Mertinset al, 2007). Mit dem mit PTS-Permeasen interagierenBakteriocin
Pediocin konnten schon Christenset al. (1994) nachweisen, dass Glucose Ln
monocytogeneScott A Uber PTS aufgenommen wird (Christensentautlins, 1994).

BHI ist das einzige Medium, in denptsH noch wachsen kann, da hier offensichtlich PTS-
unabhangige Kohlenstoffquellen vorliegen. Da diéAFAktivitat von ::ptsH im Vergleich
zum Wildtyp in BHI hoch ist, kann man vermuten, gias Wildtyp Komponenten des PTS-
abhéangigen Stoffwechselweges PrfA inhibieren (Mergt al, 2007). Herroet al. (2005)
gingen davon aus, dass der Phosphattbertragerit¢Rt die PrfA-Aktivitéat beeinflusst. Dies
ist jedoch nicht der Fall, da S. Mertins zeigen rken dass EGD-e in MM mit Glycerin
wahrend der logarithmischen Phase genauso vielHi#2R und HPr-Ser-P bildet wie in MM
mit Cellobiose und es liegen &hnliche Mengen arhasphoryliertem HPr vor. Gleichzeitig
ist die PrfA-Aktivitat in MM mit Glycerin sehr hochnd in MM mit Cellobiose sehr gering
(Mertins, 2008; Stolet al, 2008).

Daher liegt die Vermutung naher, dass KomponengnPd S-Permeasen in die Regulation
der PrfA-Aktivitat involviert sind. Dies wird untstlitzt von der Tatsache, dass
Uberexpression von PrfA die Zuckeraufnahme inhthiEisenreichet al, 2006; Hainet al,
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2007; Marret al, 2006). Zudem zeigt eineprK-Insertionsmutante QprK) erhdhte PrfA-
Aktivitat, egal ob in BHI oder in MM mit 50 mM Gluse gewachsen (Mertiret al, 2007).
Die :hprK-Mutante kann kein HPr-Ser-P mehr bilden und dalkerd die unter
Kohlenstoffkatabolitrepression stehenden Operonepdeniert, weshalb die unter CCR
stehenden PTS-Gene exprimiert sind. Da die HPrd€@rahlt, wird in dieser Mutante viel
mehr HPr-His-P produziert, welches nun alle EllAIBosphorylieren kann. Die gebildeten
PTS-Komponenten liegen daher in phosphoryliertemFgor. Das Wachstum ddrprK-
Mutante ist trotzdem langsamer als das des Wildtgipsviel PEP flur die Phosphorylierung
von im Wildtyp unter CCR stehenden EIIAs verbraughitd, welche den im Medium
vorhandenen Zucker nicht aufnehmen kodnnen. EdopAlnsertionsmutante dagegen
verringert die PrfA-Aktivitat. In derccpAMutante sind die unter Kohlenstoffkatabolit-
repression stehenden Operons dereprimiert, wesheld unter CCR stehenden PTS-Gene
auch exprimiert werden (Mertinst al, 2007). Gleichzeitig wird viel HPr-Ser-P gebildet,
welches inB. subtilisdie Menge an HPr-His-P um den Faktor 300 reprit(et. Sprehe,
personliche Mitteilung), wodurch die vielen PTS-Kponenten unphosphoryliert vorliegen
und PrfA inaktivieren.

Wahrend des Wachstums in CacoZ2-Epithelzellen sm&/ergleich zu in BHI gewachsenen
Listerien viele Gene hoch- bzw. herrunterreguliétt.den wichtigsten hochregulierten Genen
gehdren die PrfA-abhangigen Virulenzgene, derenp@elukte essentiell fur intrazellulares
Wachstum sind. Zudem sind 30 Gene von PTS-Kompene®BC Transportern und andere
unter CCR stehende Gen@ vivo hochreguliert (Josephet al, 2006). Die starke
Hochregulation voruhpT, dem PrfA-regulierten Gen fir den Hexose-Phosphatsporter
(Chico-Caleroet al, 2002; Milohanicet al, 2003)in Caco2-Zellen fuhrt zu der Annahme,
dass phosphorylierte Glucose in der Wirtszelle alternative Kohlenstoffquelle darstellt.

Es konnte in dieser Arbeit (D.2) bestatigt werddass die Zucker einen Einfluss auf die
PrfA-Aktivitat haben und die Erkenntnisse wurden &xpressionsdaten der PTS-Gene in
verschiedenen Stammen und Medien erweitert. Eiausaabgeleitetes Modell der Regulation
der PrfA-Aktivitdt besagt, dass PrfA von unphosptierten Komponenten der PTS-
Permeasen inaktiviert wird, vermutlich die im Zyibddslichen EIIA- und/oder EIIB-
Komponenten. Vork. coliist bekannt, dass EIff von PtsGdirekt mit der Adenylatzyklase
(CyaA) interagiert. EIA° und P-EIIA®° binden beide an CyaA, jedoch nur die
phosphorylierte Form stimuliert die Aktivitat (Pagk al, 2006). Die Adenylatzyklase bildet
nun ATP-abhangig cAMP, welches sich mit dem Traipskmsregulator Crp (welcher hoch
homolog zu PrfA ist) verbindet und an die Promadgion der Zielgene bindet, wobei die
Genauigkeit der Konsensussequenz in der BindedieBemmt, wieviel cCAMP-Crp fir die
Transkriptionsinitiation bendtigt wird (Busby andright, 1999; Deutscher, 2008).

Angesichts der 29 kompletten PTS und den einzelR@®-Komponenten, die voh.
monocytogene&GD-e codiert werden ergaben sich zwei Fragen. 2imen, welche der
vielen PTS-Permeasen wichtig fiur die Glucose- b@ellobioseaufnahme sind und zum
anderen, ob ein Einfluss von PTS-Komponenten & &irekt nachgewiesen werden kann.
In diesem Teil der Arbeit wurden die fur die GluegsMannose- und Cellobioseaufnahme
wichtigsten PTS-Permeasen identifiziert und es k®mezeigt werden, dass Komponenten
dieser PTS in die Regulierung der Aktivitat des tmdan Virulenzgenregulators PrfA
involviert sind.
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E.3.1 Betrachtung verschiedener PTS-Deletionsmutanten

B. Joseph konnte mit Microarraydaten von EGD-e n@dichstum in MM mit 50 mM
Glucose und BHI zeigten, dass in MM im Vergleich A&HI viele PTS-Gene
herrunterreguliert sind, so zum Beispiel Ff@n00027) oder PT$"(Imo0096-0098) und
PTS"¥(Im00781-0784). Gleichzeitig sind die PrfA-abhargigVirulenzgene hochreguliert.
Die unter D.2 erhaltenen Daten zeigten fir denmonocytogenedildtyp EGD die
Expressionsstarke der PTS-Komponenten nach WachstunMM mit Glucose und
Cellobiose, sowie in BHI. Da die Arbeit mit dem E@DWildtyp weitergefuhrt wurde, wurde
die Expressionsstérke einiger in EGD auffalligelSFHermeasen mit EGD-e in Real-Time-
PCR quantitativ getestet.

Die RT-PCR-Daten vorL.. monocytogene&GD-e nach Wachstum in MM mit Glucose,
Mannose, Cellobiose und Glycerin zeigen, dass bechstum in MM mit Glucose
PTS"¥(Im00096-0098) die wichtigste PTS-Permease fiir @acoseaufnahme und nach
Wachstum in MM mit Cellobiose PT%(Im02683-2685) die wichtigste PTS-Permease fiir
den Cellobiosetransport ist. Die Expression alledesen PTS-Permeasen ist sehr gering,
aulRer PT¥"(Imo0781-0784), welches in allen vier untersuchtéshlenstoffquellen gut
exprimiert wird und PTS%(mo1719/1720), welches ebenfalls in Cellobiose exjprimiert
wird, aber auf einem geringeren Level als Pf{Bno2683-2685). Die PT¥ werden in
Gegenwart von jeder der vier Kohlenstoffquellen inusehr geringem Mal3e exprimiert.

Zusatzlich zu den PTS-Permeasen codiernonocytogenefir mindestens zwei nicht-PTS-
Glucosetransporter (codiert von Imo0169 und ImoQ1A®&hand der Transkriptomdaten ist
jedoch zu erkennen, dass diese Gene sowohl im Wildts auch in den untersuchten
Mutanten bei Wachstum in MM mit 10 mM Glucose kaexprimiert sind. Offenbar spielen
sie fur den Glucosetransport keine Rolle, was nei daten deptsHInsertionsmutante
Ubereinstimmt, die nicht mehr in der Lage ist, FF&@measen zu phosphorylieren und auf
Glucose zu wachsen (Merties al, 2007; Stollet al, 2008).

E.3.1.1 Beta-Glucosid spezifische Phosphotransferasesysteme

Nach der Genomanalyse von Glaseéral. (2001) konnte irL.. monocytogeneEGD-e kein
vollstandiges Glucose-spezifisches PtsG detektiertlen, lediglich ein EII&® (codiert von
Imo01017) konnte nachgewiesen werden. Glucose keshoch auch tber Beta-Glucosid-PTS
aufgenommen werden, welche daher auch zur®®Familie zahlen (Postmet al, 1993).
Fur vollstandige Beta-Glucosid-spezifische PTS ewmh die Gene Imo0027, Imo0738,
Im01035, Imo2772 und Imo2787. Diese finf Ff®ermeasen i.. monocytogenesind
hoch homolog zum PT&in E. coli (Gulati and Mahadevan, 2000). Von Barabote unerSai
(2005) wurden insgesamt sechs vollstandige ¥T&notiert und nach weiteren BLAST
Untersuchungen konnte Imo1255 als hoch homolog ImedSe-spezifischen-PTS gefunden
werden, welches fir ein EIIBE codiert und méglicherweise mit EIf& (Imo1017)
interagiert.

Die ElIA-Komponenten der genannten PTS weisen i B ausE. coli eine etwa 30%-ige
Homologie auf und konnten somit &hnlich wie CrpHEn coli die PrfA-Aktivitat in L.
monocytogenesegulieren.
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Keine der sechs PF&Permeasen wird im Wildtyp EGD-e nach Wachstum lincGse- oder
Cellobiose-haltigen Medium signifikant transkrilljelobwohl diese PTS-Permeasen die
Zucker transportieren sollten (Barabote and Sa®05). Die Transkription vorbvrB
(Im02787) und PTS%(Im02772) ist unter der Kontrolle von Antitermingga. DasbvrA-Gen,
welches flr einen Antiterminator der Bgl/SacY-Faendodiert, wurde schon als essentiell fur
die Transkription vorbvrB (Imo2787) beschrieben (Brehet al, 1999). Ein von Imo2773
codierter &hnlicher Antiterminator konnte vor Ff@mo2772) identifiziert werden. Weitere
Antiterminatoren konntem silico nicht bestimmt werden.

Die Deletionsmutanten dieser Gene d0027, d07383%102772, d2787, d1017 und d1255
zeigten in Wachstumsuntersuchungen in BHI, LB miic@se und MM mit Glucose oder
Cellobiose keinen Unterschied zum Wildtyp EGD-edidéch d1255 wachst minimal
langsamer. Die Untersuchung d&E-Glucoseaufnahme zeigte keinen Unterschied b2 700
d0738, d1035, d2772, d2787 und d1255 im VergleiclE@GD-e. S. Mertins konnte dies in
ihrer Dissertation fir d1017 ebenfalls zeigen. Offfer sind also die PT§ im L.
monocytogeneBGD-e Wildtyp nicht vorrangig fur die Glucoseauing zustandig.

Auf die PrfA-Aktivitat hatte die Deletion der PTS fast keine Auswirkung, da sich die
Menge an Listeriolysin in den Deletionsmutantengening vom Wildtyp unterschied.

Von Brehmet al. (1999) konnte gezeigt werden, dass eine Inseitidmo2787 die PrfA-
Aktivitat erhoht. Es ist mdglich, dass die Reguatvon zumindest einigeptsGenen und
Operons zwischen den verschiedenen listeriellemi®&n variieren kann (Brehrat al,
1999; Parker and Hutkins, 1997). Zum Beispiel mxigBrehmet al. (1999), dass irl.
monocytogeneBICTC 7973 die Transkription voovrB (codiert von PTS%(Imo2787)) von
Cellobiose induziert wird und eine MutationbrrB zu einer verringerten Wachstumsrate in
Cellobiose-haltigem LB. Dies ist eindeutig nichtr d&all bei EGD-e, da die Deletion von
Imo2787 keinerlei Effekt zeigte, unabhangig, ob Wéachstum in BHI, LB oder MM mit
Cellobiose durchgefuhrt wurde. Diese Stammvariakonnte auch die Ursache dafir sein,
dass in derovrB-Mutante von NCTC 7973 eine deutliche Erhohung BeA-Aktivitat
beobachtet werden konnte, wohingegen d2787 von EG&rne zum Wildtyp kaum
veranderte PrfA-Aktivitat zeigte.

Ebenso konnten in EGD-e der von Parker und HutKit897) in ScottA festgestellte
Glucosetransport Uber Protonentransporter mit gerinAffinitdt zu Glucose nicht
nachgewiesen werden, da eingtsHMutante in MM mit Glucose als einziger
Kohlenstoffquelle nicht mehr wachst (Mertiasal, 2007) und wie schon zuvor erwahnt die
beiden moglichen Glucosetransporter in keiner gotghten PTS-Mutante und auch nicht in
derptsHMutante hochreguliert werden (Daten vautsH nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die PTS-Koemen der PTZ in L. monocytogenes
weder einen priméaren Einfluss auf die Glucoseaufreehoch auf die PrfA-Aktivitat haben.
Daher gilt die furE. coli gezeigte Regulation von EI¥% an Crp nicht fur PrfA inL.
monocytogenedies war nach den Genexpressionsdaten in deshredenen Zuckern auch
nicht zu erwarten, da die P¥%in allen untersuchten Medien nur schwach exprimier
werden.
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E.3.1.2 Mannose-spezifische Phosphotransferasesysteme

Von den vier inL. monocytogeneannotierten Mannose-spezifischen PTS-Permeasettewur
Einzeldeletionsmutanten (d0021-4, d0096-8, dO78iwd d1997/2000-2) sowie eine
Deletionsmutante aller vier Mannose-PTS-Permeasilan®PTS) hergestellt und ihr
Wachstum in verschiedenen Medien, die PrfA-Aktiyitdie Glucoseaufnahme sowie ihr
Verhaltenin vivo getestet.

Die Deletionsmutanten d1997/2000-2 und d0021-4terign allen untersuchten Medien
keinen deutlichen Unterschied zum Wildtyp im Waahst in der PrfA-Aktivitat und™“C-
Glucoseaufnahme. Diese Daten zeigen deutlich, @ES"*"(Im01997/2000-2002) und
PTS"¥"(Im00021-0024) in EGD-e eine untergeordnete Ropelen, was auch mit der
Beobachtung tbereinstimmt, dass beide im Wildtymka&xprimiert werden.

Der Einfluss von PT$"(Imo0781-0784) auf den Glucosetransport ist schevedeuten, da
die Deletion von PT$"(Imo0781-0784) zu einem kompletten Verlust der Skaiption von
PTS™™"(Im00096-0098) filhrt. Im Gegensatz dazu filhrt digleflon von PT%*(Imo0096-
0098) zu einem Anstieg der Expression von Pf@no0781-0784). In der d0096-8-Mutante
ist die Glucoseaufnahme stark reduziert, trotzdefhst die Mutante nach etwas langerer
Lag-Phase mit ahnlicher Replikationsgeschwindighkeie der Wildtyp. Dies liegt aber
weniger an der erhéhten Expression von 'WfBno0781-0784), da eine P¥%-
Komplettdeletionsmutante ahnlich wachst wie d0096s8ndern vielmehr an der stark
erhohten Expression von P%Imo0027) in d0096-8 und vor allem der ManPTS-
Deletionsmutante. Offenbar scheint Ff@mo0027) neben PT8"(Imo0096-0098) die
wichtigste PTS-Permease zur Glucoseaufnahmed..itmonocytogene€GD-e zu sein.
Unterstiitzt wird diese Annahme noch dadurch, da&S®'&Imo0027) dass einzige Beta-
Glucosid-spezifische PTS ist, welched.innnocuaexprimiert wird und auch in den anderen
Listerienarten ist diese PTS-Permease zu findersandt offenbar flr Listerien wichtig.

Die PTS-Microarray-Analyse von d0027 nach WachsiunviM mit 10 mM Glucose zeigt
im Vergleich zum Wildtyp keine Veranderung im Gepeessionsmuster, ebenso wie die
Deletion von Imo0027 in d0096-8 im Vergleich zumpEessionsmuster von d0096-8. Die
zusétzliche Deletion von PF&Imo0027) in ManPTS fihrt zu einer starken Redukiifer
Wachstumsrate in Gegenwart von 10 mM Glucose, jedoicht zu einem kompletten
Wachstumsstopp. Nach einer langen Lag-Phase wetierGene fir PTS(Imo2772),
PTS*(Im02683-2685) und PT&(Im02708) verstarkt exprimiert. Die zusatzliche @gln
dieser PTS-Permeasen fiuhrte jedoch nicht zu eingtamfe, die nicht mehr auf Glucose
wachsen kann, sondern zu einer starkeren Expressiderer PTS-Permeasen, so zum
Beispiel PT§'C(Im00738) in der ManPTS d0027 d2683-5 Mutante. ®msheinen alle (wenn
auch mit unterschiedlicher Effizienz) in der Lagesein, Glucose aufnehmen zu kénnen. So
verringert sich zwar die Replikationsrate lonmonocytogenesiit jeder Deletion, aber die
Vielzahl an offenbar vielseitigen PTS-Permeasen tgtitht es immer wieder, neue
Permeasen fur den Glucosetransport zu exprimieren.

Die Ergebnisse passen zu dem schon zuvor aufgestélodell der Regulation der PrfA-

Aktivitat, nach dem die wahrend der PTS-Zuckeralfne@ unphosphorylierten EIIA- oder B-

Komponenten mit PrfA interagieren und es inhibiei®a scheint vor allem das von Imo0096

codierte EIIA/B wichtig fur die Regulation der PHAktivitat zu sein. Nach der Deletion von

PTS"¥(Im00096-0098) steigt die PrfA-Aktivitit an, da Rrhicht mehr mit Lmo0096
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interagieren und inhibiert werden kann. Es ist @dooch nicht klar, wieso die Deletion von
PTS™™"(Imo0781-0784) keine aktivierende Wirkung auf Prifat, sondern eher eine
inhibierende. Méglicherweise hemmt das unphospietgl Protein Lmo0096 PrfA und das
EIIA/B von PTS"(Imo0781-0784) erhoht die PrfA-Aktivitét.

Eine von Arouset al. (2004) hergestelltepoN Mutante, welche nicht mehr flr den Stress-
Sigmafaktor 54 codiert, zeigt in Macroarray- undD-Lelanalysen eine Vielzahl von
Modifikationen im Kohlenhydratstoffwechsel. Da diutation vonrpoN vor allem dasnpt
Operon (Imo0096-0098) beeinflusst gehen die Autordavon aus, dass die
Herunterregulation vompt auf etwa 0,2 die Veranderungen im Kohlenhydratstthsel
verursacht. Interessanterweise hatterg@N Mutante im Mausmodell keinen zum Wildtyp
verschiedenen Phanotyp. Dies stimmt auch mit und@eebachtungen Uberein, dass d0096-8
in J774-Makrophagen keine Erh6hung der Virulenzgtzeln J774-Zellen verlauft die
Glycolyse sehr schnell und effizient, so dass (Bee®-Phosphat in der Zelle kaum frei
verfugbar ist und die Listerien verwerten vor all&tycerin als Kohlenstoffquelle (Eyleet
al., 2008; Joseplet al, 2006). Trotzdem spielt auch G-6-P in der ZelleeeRolle im
Kohlenstofftransport, da ddgpt-Gen unter Kohlenstoffkatabolitrepression steht sanhit in
Wirtszellen verstéarkt exprimiert wird (Mertiret al, 2007) und da einehptMutante in der
Zelle schlechter repliziert als der Wildtyp (Chi€aleroet al, 2002).

Um die Hypothesen der Regulation der PrfA-Aktivizét unterstiitzen, wurden von d0096-8,
d0781-4 und ManPTS Genexpressionsdaten nach WachstMM mit 10 mM Glucose bis
zur mittleren logarithmischen Phase mit Hilfe dé&iSPMicroarrays erstellt. Die Daten zeigten
eine leicht erhoht@rfA-Expression in d0096-8 und ManPTS im Vergleich p@8i-4 und
EGD-e. Von den PrfA-abhangigen Virulenzgenen warallen drei Mutanten diethpT
Expression besonders erhoht. Mdglicherweise ist ldexose-Phosphat-Transporter als
Reaktion auf die verringerte Fahigkeit der Zuckérabme aktiviert.

Im Test der ha&molytischen Aktivitat zeigt die MuarnManPTS d0027 im Vergleich zu
ManPTS keine Erhdhung der PrfA-Aktivitat, obwohke d®TS-Microarray-Expressionsdaten
einen deutlichen Anstieg der PrfA-Aktivitdt erkenndassen. Dieser Unterschied ist
vermutlich methodisch bedingt. Betrachtet man monocytogenesEGD-e und die
Deletionsmutanten mikroskopisch (Daten nicht gdzeig erkennt man, dass je mehr PTS-
Permeasen deletiert werden, die Bakterien deutidtennbare Aggregate bilden. Diese
konnen nun weniger LLO in den Uberstand abgebenwalsiger agglutinierte Bakterien.
Daher kann im Hamolyseassay die vermutlich hohA-R#tivitat unter diesen Bedingungen
nicht nachgewiesen werden.

Eine Erh6hung der PrfA-Aktivitat in ManPTS d0027683-5 und ManPTS d0027 d2683-5
d2708 im Vergleich zu ManPTS d0027 nach WachstumMiM mit Glucose ist im
Hamolysetest nicht nachweisbar, vermutlich auf @rdar eben beschriebenen Agglutination
der Bakterien. Die Virulenzgenexpression im Micragrist im Vergleich zum Wildtyp stark
hochreguliert. NurinlA und inIB sind herunterreguliert, was maoglicherweise miteein
veranderten Expression des Stress-Sigmafakt§rsusammenhéangt (Raueh al. 2005). Da
dieses Gen auf dem PTS-Microarray nicht vorhanderkann dazu keine genaue Aussage
gemacht werden. Zudem werdefA undinIB nur teilweise PrfA-abhéngig transkribiert.

In vivo zeigen die Deletionsmutanten aber interessantsewmitz der starken Aktivierung der
Virulenzgene wie schon die PY3-Einzeldeletionsmutanten keinen Unterschied im
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Vergleich zum Wildtyp. Nur die verringerte Invasian J774 Zellen auf Grund des
schlechteren Wachstums in RPMI Medium und der Reegelation vonnlA undiniIB ist zu
beobachten.

E.3.1.3 Cellobiose-spezifische Phosphotransferasesysteme

Fur die Expression der Cellobiose-spezifischen B@l&int es eine &hnliche Hierarchie zu
geben wie bei den Glucose-spezifischen PTS. Diestéinksten exprimierteptsGene inL.
monocytogenesach Wachstum in MM mit 50 mM Cellobiose sind E*f@no2683-2685)
und PT$*(Imo1719/1720). Der Cellobiosetransport wird jedoafor allem von
PTS?(Imo02683-2685) durchgefilhrt, da die d2683-5 Defetinutante eine deutliche
Reduktion der Wachstumsrate zeigt, wohingegen difgabe von PTS(Imo1719/1720) in
der Cellobioseaufnahme unklar ist, da d1719/1720der Wildtyp wachst.

Wie schon in den Glucose-Mutanten ist auch in @&88-5-Mutante PT%(Im00027) stark
hochreguliert, was andeutet, dass P¥Bn00027) auch Cellobiose aufnehmen kann.
Verstarkt wird diese Vermutung dadurch, dass dipd@tmutante d2583-5 d0027 sehr viel
schlechter in Cellobiose-haltigem MM wachst als Aldtyp und auch als d2683-f vivo
spielt die Cellobioseaufnahme keine Rolle, da dZ688ie der Wildtyp in J774 Zellen
invadiert und repliziert.

Die PrfA-Aktivitat ist in der frihen und mittleredlogarithmischen Phase nur etwa zweifach
erhoht. Jedoch zu Beginn der stationdren Phasen wlas in d2683-5 stark exprimierte
Lmo0096 vermutlich phosphoryliert vorliegt, ist defA-Aktivitat sehr hoch. Lmo0096 wird
in Cellobiose-haltigem Medium normal nur wenig ewpert, ist jedoch in d2683-5 stark
hochreguliert. Die Deletion von PP§Imo0027) hat auf die PrfA-Aktivitdt keinen
verstarkenden Einfluss, weshalb davon ausgegangzdew kann, dass die stark erhohte
Menge Lmo0027 in d2683-5 nicht fur die erhohte PAfKivitat verantwortlich ist.

E.3.1.4 Auswirkung der PRD-enthaltenden Transkriptionsaktivatoren

Frihere Arbeiten (Aroust al, 2004a; Dalekt al, 2001; Daletet al, 2003) konnten zeigen,
dass PT¥*"(Imo0096-0098)rfip), PTS""(Imo0781-0784) ripg und PT$*(Imo1719/1720)
(Ipo) abhangig vomo>*-Faktor und den Transkriptionsaktivatoren ManR bzvacR
transkribiert werden. Beide Transkriptionsaktivatorgehoren zur LevR-Familie von PRD-
enthaltenden TranskriptionsaktivatorenBn subtilis Die Deletion vonmpg mpt oder Ipo
hatte aul.. monocytogendseinen Effekt bei Wachstum in LB mit einer hoheon&entration
an Glucose/Mannose oder Cellobiose/Lactose ([2dlak, 2001; Dalekt al, 2003).

Einein silico-Analyse deptsOperons vorL. monocytogeneBGD-e ergab, dass die meisten
dieser Operons upstream des ersten Gens fur puRRD-Regulatoren codieren (Tabelle 18
im Anhang). Die meisten dieser Gene besitzen hatradibgie in ihrer PRD-I, PRD-II und
anderen Teilen mit den TranskriptionsaktivatoremR.eLicR oder ManR auB. subtilis

Die LevR-Homologe ManR und LacR ausmonocytogene@m Folgenden als LeyRl und
LevR -1l bezeichnet) werden von Imo0785 (upstream vorS¥%Imo0781-0784)) und
Imo1721 (upstream von P¥§Imol1719/1720)) codiert. Die Umbenennung der zwei
listeriellen Aktivatoren ist notwendig, da die zwroteine LevR-ahnlich sind und zuséatzlich
im listeriellen auch LicR- und ManR-Homologe (Grberget al, 2002) zu finden sind (siehe
Tabelle 18) und Verwechslungen ausgeschlossen wesdbten. LevR-l und LevR-lI
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werden beide konstitutiv (offenbas’®-abhangig) produziert, da keine differentielle
Transkription der Gene Imo0785 und Imo1721 in dawAsenheit von Glucose, Cellobiose
oder Glycerin beobachtet werden konnte (Jos#at, 2008).

Arous et al. (2004) haben angenommen, dass LeWVRie Transkription der zwei Operons
PTS™"(Im00096-0098) und PT8"(Imo0781-0784) aktiviert. Interessanterweise zeigle
in dieser Arbeit erstellten Daten, dass in der deZ®eletionsmutante P1&(Imo0096-
0098) nicht mehr exprimiert wird, obwohl Imo078%3aikt ist, wohingegen die Deletion von
PTS"¥(Im00096-0098) zu einer erhthten Expression von'B{®00781-0784) fiihrt.

Die Transkription des PT8"(Imo0781-0784)-Operons wird zwar von LevRaktiviert, aber
das Substrat Glucose (oder Mannose) wird im GegezsaP TE"(Imo0096-0098), welches
substratspezifisch fur Glucose und Mannose istgDetl al, 2001; Xue and Miller, 2007),
nicht benétigt. Die Real-Time-PCR-Daten zeigen,sda3$'®(Imo0781-0784) auch in der
Gegenwart von Cellobiose und Glycerin mit gleichetensitat exprimiert wird wie in
Glucose. Diese Daten deuten darauf hin, dass aktivevR-lI funktionell aktives
PTS™"(Imo0781-0784) benétigt, da in der d0781-4 Mutakéin PTS?"(Imo0096-0098)
mehr exprimiert wird, obwohl das Imo0785-Gen in seéie Mutante noch intakt ist.
Moglicherweise benotigt LevRl eine Phosphorylierung von EIIB-P (Lmo0783) amnee
PRD um aktiv sein zu kénnen (Studholme and Dix@®32 Stlilkeet al, 1998), &hnlich dem
Mechanismus irL. innocua wo Lin0142 bendtigt wird um LevRl zu aktivieren (Xue and
Miller, 2007). Dies erklart, dass in d0096-8 mefiS¥*"(Imo0781-0784) gebildet wird, da
Lmo0783 zum Phosphorylieren von LgvRvorhanden ist, wohingegen in d0781-4 Lmo0783
fehlt und so die LevRI- abhangige Expression von P1&Imo0096-0098) nicht mehr
gewahrleistet ist.

Die Transkription von PT€%(Imo02683-2685) und PT1&(Im01719/1720) erfolgs®*- und
LevR -ll-abhangig, wobei letzteres von Imol721 codierirdw Die Deletion von
PTS*(Imo1719/1720) fiihrt zu einer erhdhten Expressiam WT3$*(Imo2683-2685),
wohingegen in d2683-5 die Expression von Bi{Bno1719/1720) herunterreguliert ist. Dies
deutet an, dass die Aktivitdt von LevR von Lmo2684, der Ell-B-Komponente dieses PTS
abhangig ist, ahnlich wie LeyR von Lmo0783 abhangig zu sein scheint. In d172201
wird PTS*(Imo2683-2685) nicht nur nach Wachstum in Cellobjosondern auch nach
Wachstum in Glucose hochreguliert, was darauf hitete dass Glucose zu einem gewissen
MaR auch LevRIl aktivieren kann, was die Aktivierung von PT%Imo02683-2685) in der
Mutante ManPTS d0027 selbst in Gegenwart von Grieoklaren kénnte.
Milenbachs-Lukowiaket al. (2004) haben eine Mutante erstellt, die in ImolZRleinem
Basenaustausch von C in T in der Position 1687t fitwdurch ein Stopp-Codon entsteht.
LevR -1l ist dadurch nur noch 562 statt 892 Aminosdutang und nicht mehr voll
funktionsfahig. Die in dercsr-Mutante zu beobachtende Erhoéhung Lecithinase- und
Listeriolysin-Produktion im Vergleich zum Wildtypokreliert mit den in dieser Arbeit
erhaltenen Daten. Da nebetf auch LevR-Il notwendig ist um PTS%(Imo01719/1720) und
PTS?(Imo02683-2685) zu transkribieren, werden in @sr-Mutante diese beiden PTS-
Permeasen nicht mehr produziert. Dies resultied,iivd2683-5, in einer Erhdhung der PrfA-
Aktivitat, da PrfA bei Wachstum in Cellobiose-hgém Medium nicht mehr durch EIt¥
inhibiert werden kann und EIIAMS™ nicht produziert wird. Die Erhdhung der PrfA-Akittit

ist bei dercsr-Mutante nicht so stark wie bei d2683-5, was an Aleswahl des Mediums
liegt. In dieser Arbeit wurden die Mutanten in MMtmur einer Zuckerquelle betrachtet und
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Milenbachs-Lukowiaket al. (2004) haben diesr-Mutante in BHI oder LB wachsen lassen.
Es konnte in dieser Arbeit jedoch auch gezeigt eerdass in BHI und LB P18 (Imo0096-
0098) noch exprimiert wird, das nach der aufgdstelHypothese einen inhibierenden Effekt
auf die PrfA-Aktivitat haben konnte

Wie schon zuvor gezeigt werden konnte (Joseiphl, 2008; Mertinset al, 2007), stehen
einige ptsGene und -Operons unter Kohlenstoffkatabolitrepiogs (CCR), da ihre
Transkription in eineccpA undhprK-Insertionsmutante nach Wachstum in MM mit Glucose
erhoht ist (siehe Tabelle 18) oder im Wildtyp nattachstum in Glycerin-haltigem MM.
Einige dieser Gene sind auch in d0096-8 nach Wachsh MM mit Glucose induziert,
jedoch in weitaus geringerem MaRe als P{Bno0027), was andeutet, dass die Repression
von PTS"(Imo0027) im Wildtyp auf anderen Mechanismen als@eéR beruht.

Die Transkription von PT%(Imo0027) ist stark erhoht, wenn entweder B¥@mo0096-
0098), PT¥*(Imo0781-0784) oder PT¥(Im02683-2685) deletiert sind. In Abwesenheit
von rpoN, das fiir ders®*-Faktor codiert, welcher fiir die Transkription VB S"*(Imo0096-
0098), PTE*(Im00781-0784) und PT&(Im02683-2685) ebenfalls bendtigt wird, ist die
Transkription von PTS%(Im00027) ebenfalls erhoht (Arows al, 2004a). PTS(Im00027)
war auch schon in der spontan entstandenen Dedetistante vompt hochreguliert (Dalegt
al., 2001). Dies konnte ein indirekter Effekt dppN-Mutation sein, da PT&(Imo0027) auf
Grund einer upstream liegendere-Box unter Katabolitrepression zu stehen scheirdg.Mon
Arouset al. (2004) beobachtete Hochregulation der in den Gigneetabolismus involvierten
GeneglpD, glpF und Imo01538 scheint jedoch eine direkte AuswirkdegrpoN Insertion zu
sein, da dieses Phanomen bei der in dieser Aristéliken Mutante d0096-8 nicht auftritt.

Da offenbar Lmo0783 und Lmo2684 fur die Substraspét von LevR-1 und LevR-II
notwendig sind, da sie die Transkriptionsfaktorenilren PRDs phosphorylieren und so
aktivieren, kann man davon ausgehen, dass die Krratisn von PT§'C(Im00027) entweder
negativ von LevR-1 und LevR -1l kontrolliert wird oder einen Aktivator bendtigtler nur in
Abwesenheit von LevRIl und LevR-Il aktiv ist. Zudem steht P'I€§(Im00027) auch unter
CCR. Arouset al.(2004) stellten anhand ihrer Daten und dem belkanktechanismus au&
subtilis (Deutscher, 2008) die Hypothese auf, dass die Wimeader mpt Expression
maoglicherweise in einer erhéhten Menge HPr-Hisgiltesrt, was zu einer Phosphorylierung
der GlpK oder PTS-Komponenten fihrt und zu einenabme an HPr-Ser-P, was wiederum
zu einer Verringerung der CCR fihrt, wodurch mefiS#(Imo0027) gebildet wird. Eine
solche Regulation anderer PTS-Permeasen durch Merspezifische PTS wurde schon
zuvor als Teil der CCR istreptococcus salivariusnd Lactobacillus pentosubeschrieben
(Bourassa and Vadeboncoeur, 1992; Cha#ibal, 2001)

Die Transkription der wichtigsten PTS-Permeaseriiilcose und Cellobiose hangt also eng
mit PRD-enthaltenden Proteinen zusammen. Da dietidaken von PT$"(Imo0096-0098)
und PT$*(Imo02683-2685) auch einen starken Einfluss aufRifA-Aktivitat haben, ware es
auch denkbar, dass aktive PRD-enthaltenden Trapgkrsaktivatoren einen hemmenden
Einfluss auf die PrfA-Aktivitdt haben. Denn so landas entsprechende Substrat Glucose
oder Cellobiose aufgenommen wird, sind LeMRund LevR-Il aktiv und koénnten
gleichzeitig auch PrfA inaktivieren. WéacHst monocytogenesun aber in Glycerin-haltigem
Medium, so sind LevRIl und LevR-Il inaktiv und gleichzeitig erhéht sich die PrfA-
Aktivitat.
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Diese Annahme wird jedoch von der Tatsache entkréadass in d0096-8 LeyR aktiv ist,
da eine erhdhte Menge an P/?%Imo0781-0784) gebildet wird, gleichzeitig steige dPrfA-
Aktivitat betrachtlich an.

E.4 Interaktion verschiedener EII Proteine mit PrfA

Die Deletion der PTS-Gene, die Untersuchung der hHobzw. Herunterregulation
verschiedener PTS-Gene nach Wachstum in defini&émenstoffquellen und die mdgliche
Auswirkung auf die PrfA-Aktivitat gaben bisher ndnweise fur ein Modell, nach dem PrfA
von Komponenten der PTS-Permeasen reguliert windyr &eine eindeutigen Beweise. S.
Muller-Altrock konnte in Biacore Versuchen zuvoneisehr schwache Interaktion von PrfA
mit Lmo1017 nachweisen. Um die Daten zu unterstiitwarden zusatzlich zu den schon
vorhandenen Prf und PrfA-Proteinen die Proteine Lmo0096 (EIIAM), Lmo0783
(ENIBM2 und Lmo2685 (EIIAY) isoliert.

Die Proteine waren ausgewahlt worden, da die PT8wasen im Wildtyp stark exprimiert
werden und die Deletion dieser PTS-Gene den seirkstfekt auf die PrfA-Aktivitat hatte.
Die EIIA- und EIIB-Komponenten dieser PTS waren magutativen Histidin-
Phoshporylierungsstellen silico untersucht worden, Uber die sie direkt mit Prfferagieren
konnten. Von S. Mller-Altrock wurden zusatzlichchoLmo1017 (ENA) und Lmo2259
(EIIA™) aufgereinigt. AuBer PrfAsind alle mit einem 6xHis-Tag kloniert.

Zunachst wurde versucht, mittels Immunprazipitat@ne Interaktion zwischen Lmo0096
und PrfA nachzuweisen. Nach Auftrennung in einens$tage konnte mit den Antikérpern
a-PrfA und mita-Lmo0096 auf Hohe von etwa 75 kDa eine Bande ifler@it werden, die
nur bei den Proben auftritt, wo PrfA und Lmo0O096ng:sam inkubiert wurden. Es ist
jedoch schwierig einzuschétzen, was genau diesemplex ausmacht, da Lmo0096 etwa 35
kDa schwer ist und PrfA 27 kDa. Selbst angesicktsutblichen Ungenauigkeit der Marker,
ergeben keine denkbaren Komplexe dieser zwei lPtan Produkt von etwa 75 kDa.

In EMSA-Studien konnte gezeigt werden, dass einglictie Interaktion von PrfA und Ell
nicht die Bindung an die DNA oder RNAP beeinfludst.vitro Transkriptionsstudien an
schon zuvor beschriebenen PrfA abhangigen Promotdtauch, 2003) war eine statistisch
eindeutige Aktivierung der Transkriptionsinitiationit der zehnfachen molaren Menge an
Lmo0096 und Lmo1017 im Vergleich zu PrfA zu erkemn®tefanie Miller-Altrock konnte
zeigen, dass in den vitro Transkription molare Mengen an Lmo1017, die delttjeringer
im Vergleich zu PrfA konzentriert waren, die PrfAkéingige Transkriptionsinitiation nicht
verstarken. Mit Lmo2685, Lmo0783 und Lmo2259 korkeee eindeutige Aktivierung der
Transkriptionsinitiation festgestellt werden.

Phosphorylierungsanalysen haben gezeigt, dass Lhial®d Lmo0096 auk. coliin einem
Gemisch aus phosphoryliertem und unphosphorylierterotein aufgereinigt werden,
vermutlich auf Grund der hohen Homologie der zweit€line zu den agivalenten Proteinen in
E. coli. Daher kann man davon ausgehen, dass je mehrtgrgBertes EIIA und/oder EIIB
in die Reaktion gegeben wird, es umso leichter asphoryliertes Ell von PrfA verdrangt
oder selbst an PrfA bindet und somit die Translotpaktiviert.

Lmo0096 wurde nun unter der Kontrolle seines eigeReomotors auf dem High-copy
Plasmid pERLS ir.. monocytogenelSGD-e und d0096-8 exprimiert und die Auswirkungd au
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Wachstum und Hamolyse untersucht. Da das reine BEHRasmid in EGD-e und d0096-8
nur eine leichte Verringerung der Generationszed der PrfA-Aktivitat zeigt kann der
Effekt des Plasmids vernachlassigt werden. Die &gion von Imo0096 auf dem High-copy-
Plasmid pERL3 in EGD-e fuhrt zu einer mehr als dppo langen Generationszeit und das
Eintreten in die stationédre Phase geschieht schbaiter OLRoonmVvon 0,8. Wird Imo0096 in
d0096-8 exprimiert verlangert sich die Generatieiistast genauso stark wie im Wildtyp,
aber der Stamm ist noch in der Lage bis zu einefévon 1,2 zu wachsen.

Die Ursache fur die starke Wachstumsreduktion hegrmutlich darin, dass Imo0096 unter
Kontrolle seines eigenen Promotors auf dem Highrd@lasmid exprimiert wurde. Da der
Imo0096-Promotors™*- und LevR-l-abhangig transkribiert wird und werden diese izwe
Proteine aus der Zelle titriert und somit werderdeaa LevR-l-abhangigen Gene in
geringerem Mal3e exprimiert, was das Wachstum \gerinDie verringerte PrfA-Aktivitat in
den Stammen mit pERL3 x Imo0096 ergibt sich veritlaufgrund des im Ubermaf
vorhandenen Lmo0096, das vbhnmonocytogenesicht ausreichend phosphoryliert werden
kann, so PrfA bindet und es inaktiviert.

E.5 Modell der Regulation der PrfA-Aktivitat

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Deletionen PT$?"(Imo0096-0098) und
PTS?(Im02683-2685) zum hochsten Anstieg der PrfA-Akévi bei Anwesenheit von
Glucose beziehungsweise Cellobiose fuhren. Die tdelekeines der anderen Glucose-
spezifischen oder Cellobiose-spezifischen PTS hagne vergleichbaren Effekt aulk.
monocytogeneEGD-e, obwohl die kombinierte Deletion aller vieF$™™" zu einer weiteren
Zunahme der PrfA-Aktivitat fuhrt.

Obwohl d0096-8 eine mindestens flunffach geringdre&seaufnahme zeigt als der Wildtyp,
ist die Wachstumsrate beider Stamme in MM mit 10 r@Micose &hnlich. Diese Daten
deuten darauf hin, dass die Glucoseaufnahme nahlirditierende Schritt fur die Effizienz
des Glucose-Katabolismus ist. Die Menge an katabbitermediaten, die sich von Glucose
ableiten, sollte also in d0096-8 gleich hoch wie Wildtyp sein. Daher scheint es
unwahrscheinlich, dass diese Intermediate fir diedlge PrfA-Aktivitat in d0096-8
verantwortlich sind.

Wie schon in E.2 und anderen Arbeiten (Joseipal, 2008; Mertinset al, 2007; Stollet al,
2008) diskutiert, gibt es Hinweise darauf, dasshasphorylierte EIIA(B)-Komponenten der
PTS, die wahrend des aktiven ZuckertransporteirZdlle Uberwiegen, mit niedriger PrfA-
Aktivitat einhergehen. Dagegen zeigt sich erhohtéA-HAktivitat, wenn vorwiegend
phosphorylierte EIIA(B)-Komponenten der PTS in dakterien zu finden sind. Gleichzeitig
konnte von S. Mertins in ihrer Dissertation und v&a Mduller-Altrock in in vitro-
Transkriptionsversuchen die Beteiligung von Intediraten des Zucker-Metabolismus an der
Regulation der PrfA-Aktivitdt ausgeschlossen werdekxuch die Komponenten der
Glycerinaufnahme, Glycerin selbst und Glycerin-Algm@dukte sind nicht direkt fir die
Regulation der PrfA-Aktivitat zustandig (Josegthal, 2008).

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten deuterdass inL. monocytogeneSGD-e Wildtyp
besonders die EIIA(B)-Komponenten der PF8mo0096-0098) und P1&(Imo2683-2685)
die PrfA-Aktivitdt modulieren. Die Daten stimmenegifalls mit den friheren Beobachtungen
Uberein, dass die PrfA-Aktivitat wahrend des aktiv@lucosetransportes eher gering ist,
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besonders in der frilhen logarithmischen Phase, viRF® *"(Imo0096-0098) vorwiegend
unphosphoryliert vorliegt. Die PrfA-Aktivtat steiggdoch in der stationaren Phase an, wenn
der Glucosetransport abnimmt und P#fmo0096-0098) vorwiegend phosphoryliert
vorliegt (Josephet al, 2008). Gleiches gilt fir PT¥(mo2683-2685) wahrend des
Wachstums in Cellobiose-haltigem Medium.

Unterstitzt werden die Daten dieser Arbeit zuséitziion Ergebnissen der Gruppe von H.
Ingmer. Eine Deletionsmutante vagsD fiuhrte zu einer Herunterregulation von Imo0096 und
gleichzeitiger Erh6éhung der PrfA-Aktivitat (Larsehal, 2006).

Wie schon zuvor diskutiert, scheint P18mo0027) in d0096-8 den Glucosetransport und in
d2683-5 den Cellobiosetransport zu tUbernehmenzTdes effizienten Wachstums der zwei
Mutanten in Glucose oder Cellobiose, ist die Priltat hoher als im Wildtyp, was
andeutet, dass PP§Imo00027) die PrfA-Aktivitat weniger beeinflusstsaP TS (Imo0096-
0098) oder PT$(Imo02683-2685). Da die Deletion von PT8mo00027) auf die PrfA-
Aktivitat von d0096-8, ManPTS und d2683-5 keinenstérkenden Einfluss hat, kann davon
ausgegangen werden, dass die stark erhéhte Meng80d2w in den Mutanten nicht fur die
erhohte PrfA-Aktivitat verantwortlich ist
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Abbildung 86 Modell der Regulation der PrfA-Aktivitat in L. monocytogenes EGD-e. Wahrend des aktiven
Zuckertransportes liegen die EIIA/B-Komponenten hogphoryliert vor, interagieren direkt mit PrfA und
inaktivieren dieses. Liegt in der listeriellen Urbgaeg kein Zucker vor, sind alle Komponenten der PTS
phosphoryliert und EIIA/B-P kann mit PrfA interagg@ und es aktivieren oder phosphoryliertes EllXf@ragiert
gar nicht mit PrfA und inaktiviert dieses somit hugcht.

Basierend auf den erhaltenen Daten ist vermutliehlnteraktion von PrfA mit EIIA(B)-
Komponenten von PT%"(mo0096-0098) und PT&(Imo2683-2685) an erster Stelle
verantwortlich fir die Modulation der PrfA-Aktivitd Die unphosphorylierten EIIA- oder
ElIB-Komponenten dieser Permeasen scheinen die-RkiAitat zu inhibieren, wahrend die
phosphorylierten Komponenten PrfA moglicherweisévadren. Diese Daten stimmen mit
der starken PrfA-Inhibierung tberein, die nach @gpression von Lmo0096 in EGD-e und
d0096-8 auftritt. Abbildung 86 zeigt das postukekiodell der Regulation der PrfA-Aktivitat.
Wahrend des aktiven Zuckertransportes liegen di&/BEi{Komponenten der PTS-Permeasen
unphosphoryliert vor und interagieren direkt mitA?rwelches dadurch inaktiviert wird. Ist
kein freier PTS-Zucker vorhanden, zum Beispiel imrazellularen Milieu (Joseph and
Goebel, 2007), werden die PTS-Permeasen nicht igéndtd alle Komponenten der PTS
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sind phosphoryliert. EIIA/B-P kann nun entweder mifA interagieren und es aktivieren
oder aber die PTS-Permeasen werden gar nicht xgpsimeert, kbnnen also gar nicht mit
PrfA interagieren und dieses somit auch nicht inaen.
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F Anhang

F.1 Tabellen

Tabelle 13Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene couliefigr prfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und aller PTS-Gene ih. monocytogeneEGD nach Wachstum in BHI und LB (BHI/LB), in BHind MM
(BHI/MM) und in MM und LB (MM/LB). Alle Medien wara mit 50 mM Glucose versetzt, n.a. steht fir unter
den Bedingungen nicht detektierbare Gene.

Genname BHI-LB BHI-MM MM-LB Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/ListiList/

Imo0200 4.88 0.37 20.71 prfA - listeriolysin positive regtdry protein

Imo0201 25.53 0.39 82.89 plcA - phosphatidylinositol-specific phospholipase

Imo0202 50.77 0.61 76.12 hly - listeriolysin O precursor

Imo0203 7.89 0.39 22.90 mpl - Zinc metalloproteinase precursor

Imo0204 38.05 0.28 132.22 actA - actin-assembly inducirggin precursor

Imo0205 63.43 0.27 202.75 plcB - phospholipase C

Imo0433 6.41 0.47 39.38 inlA - InternalinA

Imo0434 5.49 0.35 19.75 inIB - InternalinB

Imo0838 461 0.34 10.46 uhpT - highly similar to hexose ggitwate transport protein

Imo1786 3.40 0.38 8.60 inIC - Internalin C

Imo0021 1.13 1.09 0.81 similar to PTS system, fructose-specific IIA compoh

Imo0022 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructoseifipélB component

Imo0023 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific [IC compune

Imo0024 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, mannosefspd& component

Imo0027 1.09 1.09 2.74 similar to PTS system, beta-glucosides specifiyerez
IIABC

Imo0034 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, cellobioszifig [IC component

Imo0096 0.82 3.18 0.46 similar to PTS system mannose-specific, factor I|1AB

Imo0097 0.80 3.28 0.52 similar to PTS system mannose-spgfattor I1IC

Imo0098 0.95 2.93 0.54 similar to PTS system mannose-specific, factor 11D

Imo0169 0.35 1.57 0.46 similar to a glucose uptake protein

Imo0176 0.84 1.32 1.17 similar to a glucose uptake protein

Imo0258 0.88 1.21 1.24 rpoB - RNA polymerase (beta subunit)

Imo0298 n.a. n.a. n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyme I11C
component

Imo0299 0.70 1.34 0.66 similar to PTS beta-glucoside-sjeeiizyme 11B
component

Imo0301 2.24 0.79 0.91 similar to PTS beta-glucoside-specific enzyme I1A
component

Imo0357 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, enzyme |Ijygonent

Imo0358 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, enzyme [IBC component

Imo0373 0.87 1.32 0.88 similar to PTS betaglucoside-speeifizyme 1IC
component

Imo0374 n.a. n.a. n.a. similar to PTS betaglucoside-specific enzyme IIB
component

Imo0398 1.64 1.03 2.66 similar to phosphotransferase systezyme IIA

Imo0399 1.07 0.94 0.90 similar to fructose-specific phosphotransferase/emez|IB

Imo0400 n.a. n.a. n.a. similar to fructose-specific phosgrsferase enzyme IIC

Imo0424 n.a. n.a. n.a. similar to Staphylococcus xylosus glucose uptalkdeim

Imo0426 0.83 0.80 1.34 similar to PTS fructose-specificyeme I|1A component

Imo0427 0.93 0.81 1.32 similar to PTS fructose-specific enzyme [IB compdnen

Imo0428 1.35 0.77 1.90 similar to PTS fructose-specificyeme 11IC component

Imo0503 1.10 0.95 0.98 similar to PTS fructose-specific enzyme I[IA compoine
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Genname BHI-LB BHI-MM MM-LB Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/ListiList/

Imo0507 0.90 0.86 0.86 similar to PTS system, Galactit@esfic 1B component

Imo0508 1.32 0.87 0.75 similar to PTS system, Galactitol-specific IIC compat

Imo0542 1.31 0.97 0.90 similar to PTS system, glucitol/gotkspecific enzyme
IIA component

Imo0543 1.15 1.10 0.93 similar to PTS system, glucitol/sorbitol-specifitzgme
1IBC component

Imo0544 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, glucitol/goHspecific enzyme
1ICII component

Imo0631 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific II1A compoh

Imo0632 1.65 0.96 1.07 similar to PTS system, fructose-i§ipdtB component

Imo0633 1.27 1.03 0.88 similar to PTS system, fructose-specific 1IC comptne

Imo0738 1.10 0.90 1.04 similar to phosphotransferase sy§ga8) beta-
glucoside-specific enzyme IIABC component

Imo0781 0.71 1.03 0.85 similar to mannose-specific phosphotransferasesyst
(PTS) component IID

Imo0782 0.43 1.47 0.61 similar to mannose-specific phogpinsferase system
(PTS) component IIC

Imo0783 0.33 1.40 0.46 similar to mannose-specific phosphotransferasesyst
(PTS) component 11B

Imo0784 0.30 1.26 0.43 similar to mannose-specific phogpimsferase system
(PTS) component I1A

Imo0859 1.29 0.50 1.98 similar to putative sugar ABC transporter, periplasmi
sugar-bhinding protein

Imo0874 1.60 0.82 0.80 similar to PTS system enzyme IIA gonent

Imo0875 0.83 0.96 1.37 similar to PTS system, beta-glucoside enzyme IIB
component

Imo0876 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, Lichenaniipanzyme IIC
component

Imo0901 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific IIC comgat

Imo0914 1.05 0.72 0.98 similar to PTS system, |[IB component

Imo0915 n.a. n.a. n.a. similar to phosphotransferase system enzyme IIC

Imo0916 n.a. n.a. n.a. similar to phosphotransferase systeayme IIA

Imo1003 1.39 1.28 1.67 phosphotransferase system enzyme |

Imo1017 1.10 1.33 1.13 similar to phosphotransferase sygtanose-specific
enzyme IIA

Imo1035 1.00 1.37 1.14 similar to phosphotransferase system (PTS) beta-
glucoside-specific enzyme [IABC

Imo1095 0.66 0.86 1.28 similar to PTS system, cellobioseeie |IB component
(cel A)

Imo1255 1.10 6.15 0.15 similar to PTS system trehalose specific enzyme IIBC

Imo1719 1.11 1.56 0.87 similar to phosphotransferase sy§earfs) lichenan-
specific enzyme [IA component

Imo1720 0.92 1.34 0.96 similar to phosphotransferase system (PTS) lichenan
specific enzyme [IB component

Imo1971 n.a. n.a. n.a. similar to pentitol PTS system ereiin® component

Imo1972 0.97 1.07 0.98 similar to pentitol PTS system enzyme Il B component

Imo1973 0.46 0.98 1.13 similar to PTS system enzyme Il Aponent

Imo1997 1.04 1.00 1.00 similar to PTS mannose-specific enzyme IIA compdnen

Imo2000 0.60 0.57 0.94 similar to PTS mannose-specific erzitD component

Imo2001 0.46 0.59 0.96 similar to PTS mannose-specific enzyme 1IC component

Imo2002 0.53 0.83 1.18 similar to PTS mannose-specific emziB component

Imo2096 1.59 0.63 2.02 similar to PTS system galactitol-specific enzyn@ II
component

Imo2097 1.09 0.95 1.03 similar to PTS system galactitolesfzeenzyme 11B
component

Imo02098 1.64 0.95 0.83 similar to PTS system galactitol-specific enzynze ||
component

Imo2135 1.31 1.00 1.52 similar to PTS system, fructoseifipenzyme IIC
component

Imo2136 1.48 1.03 0.89 similar to PTS system, fructose-specific enzyme 11B

component
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Genname BHI-LB BHI-MM MM-LB Annotation nach http://genolist.pasteur.fr/ListiList/

Imo2137 1.31 1.01 0.85 similar to PTS system, fructose-fipanzyme IIA
component

Imo02259 0.62 0.82 0.92 similar to phosphotransferase system (PTS) beta-
glucoside-specific enzyme I1A

Imo2335 0.26 0.33 1.44 fruA - highly similar to phosphotséerase system (PTS)
fructose-specific enzyme IIABC component

Imo2373 1.23 0.91 1.47 similar to phosphotransferase system (PTS) beta-
glucoside-specific enzyme [IB component

Imo2649 n.a. n.a. n.a. similar to hypothetical PTS enzyt@ecbmponent

Imo2650 n.a. n.a. n.a. similar to hypothetical PTS enzyme IIB component

Imo2651 n.a. n.a. n.a. similar to mannitol-specific PTSyene IIA component

Imo2665 0.93 0.74 1.92 similar to PTS system galactitol-specific enzyn@ ||
component

Imo2666 0.89 0.66 2.20 similar to PTS system galactitolefffzeenzyme 11B
component

Imo02667 0.78 0.72 2.14 similar to PTS system galactitol-specific enzynze ||
component

Imo2683 0.88 0.55 1.66 similar to cellobiose phosphotraasie enzyme IIB
component

Imo2684 1.05 0.63 1.63 similar to cellobiose phosphotransferase enzyme IIC
component

Imo2685 1.13 0.79 1.50 similar to cellobiose phosphotramaste enzyme [IA
component

Imo2708 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific enzyite |

Imo2733 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructoseiipetABC component

Imo02762 n.a. n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 11B

Imo2763 n.a. n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specifizyene 1IC

Imo02765 n.a. n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme I1A

Imo2772 n.a. n.a. n.a. similar to beta-glucoside-speciiizyene IIABC

Imo02780 0.93 0.93 0.92 similar to cellobiose PTS enzyme IIA

Imo2782 n.a. n.a. n.a. similar to PTS, cellobiose-spetiBccomponent

Imo02783 n.a. n.a. n.a. similar to cellobiose phosphotransferase systerjreaz
lIC

Imo2787 n.a. n.a. n.a. bvrB, beta-glucoside-specific phosphotransferase enzyme
11 ABC component

Imo2797 n.a. n.a. n.a. similar to phosphotransferase system mannitol-fipeci
enzyme IIA

Imo2799 n.a. n.a. n.a. similar to phosphotransferase systammitol-specific
enzyme IIBC

Imo02850 n.a. n.a. n.a. similar to sugar transport proteins

Tabelle 14Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene couliefigr prfA, die PrfA-abhéngigen Virulenzgene
und aller PTS-Gene ih. monocytogeneSGDAprfApPrfA (PrfA) and EGprfApPrfA* (PrfA*) verglichen mit
EGD nach Wachstum in MM mit 50 mM Glucose (G), Gkibse (C) oder Glycerin (Y) versetzt, n.a. stéint f
unter den Bedingungen nicht detektierbare GeneFDigktion der Gene ist so wie in Tabelle 1 bestlenie

Genname PrfA/EGD G PrfA*/EGD G PrfA/JEGD C PrfA*/EGD C PrfA/JEGD Y PrfA*/EGD Y
Imo0200 0.65 0.62 15.72 17.84 0.87 0.49
Imo0201 0.15 0.11 2.42 3.46 0.20 0.07
Imo0202 0.23 2.02 2.14 27.67 0.68 1.29
Imo0203 0.34 6.48 1.87 55.95 0.72 3.24
Imo0204 0.11 4.82 1.15 83.96 0.40 1.64
Imo0205 0.11 3.08 0.96 47.37 0.38 1.43
Imo0433 0.19 2.86 0.55 5.28 0.42 2.21
Imo0434 0.14 1.65 0.46 3.94 0.28 2.27
Imo0838 0.13 8.58 2.00 6.73 0.33 9.27
Imo1786 0.17 7.79 0.58 14.07 0.34 9.17
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Genname PrfA/EGD G PrfA*/EGD G PrfA/EGD C PrfA*/EGD C PrfA/EGD Y PrfA*/EGD Y

Imo0022 0.80 n.a. n.a. n.a. 0.64 0.52

Imo0024 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.45 0.61

Imo0034 n.a. n.a. n.a. n.a. 1.14 1.20

Imo0097 0.85 0.68 0.98 0.93 1.13 0.97

Imo0169 211 231 1.83 1.75 4.94 2.40

Imo0298 1.06 n.a. n.a. n.a. 1.81 0.97

Imo0301 0.76 n.a. n.a. n.a. 2.43 0.99

Imo0358 n.a. n.a. n.a. n.a. 1.15 1.05

Imo0374 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Imo0399

Imo0424 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Imo0427

Imo0503

Imo0508

Imo0543

Imo0631

Imo0633

Imo0781 1.54 121 0.87 0.89 1.82 2.02

Imo0783 3.23 2.63 2.34 2.14 3.77 2.48

Imo0859 0.55 1.30 0.18 1.57 0.91 1.39

Imo0875 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.78 1.10

Imo0901 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.90 1.97

Imo0915

Imo1003

Imo01035

Imo1255
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Genname PrfA/JEGD G PrfA*/EGD G PrfA/JEGD C PrfA*/EGD C PrfA/JEGD Y PrfA*/EGD Y
Imo1719 1.38 0.68 0.70 0.94 1.05 0.85
Imo1720 2.26 0.88 0.88 1.24 1.22 0.87
Imo1971 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.64 0.36
Imo1972 0.78 0.68 n.a. n.a. 0.56 0.71
Imo01973 0.97 0.76 n.a. n.a. 1.21 0.66
Imo1997 0.69 n.a. n.a. n.a. 0.69 0.82
Imo2000 0.77 0.56 0.87 0.65 1.10 1.03
Imo2001 0.79 0.58 0.90 0.76 1.15 0.99
Imo2002 0.71 0.57 0.79 0.87 1.12 1.00
Imo02096 1.09 1.16 n.a. n.a. 1.99 1.33
Imo2097 1.38 0.93 n.a. n.a. 2.35 0.99
Imo2098 1.68 0.79 n.a. n.a. 2.90 1.08
Imo2135 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.52 0.69
Imo2136 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.66 0.70
Imo2137 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.69 0.61
Imo2259 1.39 1.01 1.55 1.20 2.15 1.60
Imo2335 1.03 1.00 0.91 0.90 1.49 1.22
Imo2373 0.97 0.67 0.99 0.79 1.25 1.41
Imo2649 n.a. n.a. n.a. n.a. 1.10 1.08
Imo2650 n.a. n.a. n.a. n.a. 1.14 1.02
Imo2651 n.a. n.a. n.a. n.a. 1.59 1.07
Imo02665 1.88 1.41 1.01 1.31 1.35 0.81
Imo2666 1.88 1.44 1.10 1.14 1.23 0.80
Imo2667 1.99 1.23 1.17 1.36 1.34 0.75
Imo2683 4.85 0.93 0.99 1.64 1.61 0.60
Imo2684 2.59 0.83 0.97 1.51 1.33 0.52
Imo2685 1.87 0.83 1.23 1.71 1.26 0.64
Imo2708 1.45 0.62 0.40 0.91 0.99 0.22
Imo2733 0.97 0.93 n.a. n.a. 1.28 1.48
Imo2762 n.a. n.a. n.a. n.a. 2.24 1.41
Imo2763 n.a. n.a. 1.50 1.21 2.69 1.59
Imo2765 n.a. n.a. n.a. n.a. 1.50 1.50
Imo2772 n.a. n.a. n.a. n.a. 2.32 3.28
Imo2780 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.81 1.22
Imo2782 0.89 n.a. n.a. n.a. 1.37 1.63
Imo2783 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.80 3.54
Imo2787 n.a. n.a. n.a. n.a. 1.45 1.05
Imo2797 0.74 0.60 n.a. n.a. 1.31 1.29
Imo2799 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.57 1.06
Imo2850 n.a. n.a. n.a. n.a. 0.88 0.53

Tabelle 15Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene couliefigr prfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und aller PTS-Gene in. monocytogeneSGD und EGD-e nach Wachstum in MM mit 50 mM Glwewsrsetzt,
n.a. steht fiir unter den Bedingungen nicht detdddie Gene.

Genname EGD- Funktion

EGD-e
Imo0200 4.13 prfA - listeriolysin positive regulatory prate
Imo0201 5.20 plcA - phosphatidylinositol-specific phospholipase
Imo0202 5.63 hly - listeriolysin O precursor
Imo0203 5.93 mpl - Zinc metalloproteinase precursor
Imo0204 4.82 actA - actin-assembly inducing protein preaurs
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Genname EGD-  Funktion
EGD-e
Imo0205 10.38 plcB - phospholipase C
Imo0433 2.73 inlA - InternalinA
Imo0434 2.34 inIB - InternalinB
Imo0838 2.05 uhpT - highly similar to hexose phosphategpant protein
Imo1786 1.54 inIC - Internalin C
Imo0021 n.a. similar to PTS system, fructose-specific [IA compnh
Imo0022 n.a. similar to PTS system, fructose-specific [IBnponent
Imo0023 n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIC compane
Imo0024 n.a. similar to PTS system, mannose-specific lIBigonent
Imo0027 n.a. similar to PTS system, beta-glucosides specifiyerz|/|ABC
Imo0034 n.a. similar to PTS system, cellobiose-specificdt@nponent
Imo0096 0.68 similar to PTS system mannose-specific, factor IIAB
Imo0097 1.18 similar to PTS system mannose-specific, fat@r
Imo0098 1.20 similar to PTS system mannose-specific, factor IID
Imo0169 0.38 similar to a glucose uptake protein
Imo0176 0.92 similar to a glucose uptake protein
Imo0298 n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyi@ecomponent
Imo0299 1.34 similar to PTS beta-glucoside-specific enzyme lIBnponent
Imo0301 n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyiAecomponent
Imo0357 n.a. similar to PTS system, enzyme IIA component
Imo0358 n.a. similar to PTS system, enzyme [IBC component
Imo0373 n.a. similar to PTS betaglucoside-specific enzyme IIC ponent
Imo0374 n.a. similar to PTS betaglucoside-specific enzylBecbmponent
Imo0398 n.a. similar to phosphotransferase system enzyme IIA
Imo0399 n.a. similar to fructose-specific phosphotransierszyme [IB
Imo0400 n.a. similar to fructose-specific phosphotransferase/emezlIC
Imo0424 0.89 similar to Staphylococcus xylosus glucose keptaotein
Imo0426 n.a. similar to PTS fructose-specific enzyme IIA compone
Imo0427 n.a. similar to PTS fructose-specific enzyme 1B poment
Imo0428 3.09 similar to PTS fructose-specific enzyme IIC compdnen
Imo0503 n.a. similar to PTS fructose-specific enzyme llAnpmnent
Imo0507 n.a. similar to PTS system, Galactitol-specific 11B compat
Imo0508 1.07 similar to PTS system, Galactitol-specific d@nponent
Imo0542 n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbitol-specifitzgme 1I1A component
Imo0543 n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbitol-sfiectnzyme [IBC component
Imo0544 1.07 similar to PTS system, glucitol/sorbitol-specifitzzgme 1IClI component
Imo0631 n.a. similar to PTS system, fructose-specific Ibxponent
Imo0632 n.a. similar to PTS system, fructose-specific [IB compune
Imo0633 n.a. similar to PTS system, fructose-specific [I@hponent
Imo0738 0.71 similar to phosphotransferase system (PTS) betzagide-specific enzyme IIABC component
Imo0781 0.51 similar to mannose-specific phosphotransfesgstem (PTS) component IID
Imo0782 0.27 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS) component IIC
Imo0783 0.10 similar to mannose-specific phosphotransfesgstem (PTS) component 11B
Imo0784 0.17 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS) component 1A
Imo0859 0.57 similar to putative sugar ABC transporter, gagmic sugar-binding protein
Imo0874 n.a. similar to PTS system enzyme IIA component
Imo0875 1.43 similar to PTS system, beta-glucoside enzyBiedmponent
Imo0876 n.a. similar to PTS system, Lichenan-specific enzymedd@ponent
Imo0901 n.a. similar to PTS system, cellobiose-specificdt@nponent
Imo0914 0.72 similar to PTS system, IIB component
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Genname EGD-  Funktion
EGD-e
Imo0915 1.09 similar to phosphotransferase system enzy@e I
Imo0916 n.a. similar to phosphotransferase system enzyme II1A
Imo1003 0.94 phosphotransferase system enzyme |
Imo1017 0.94 similar to phosphotransferase system glucose-specizyme I1A
Imo1035 n.a. similar to phosphotransferase system (PT®)}dlatoside-specific enzyme IIABC
Imo01095 1.11 similar to PTS system, cellobiose-specific [IB comeot (cel A)
Imo1255 n.a. similar to PTS system trehalose specific erziiBC
Imo1719 0.74 similar to phosphotransferase system (PTS) lichepaaific enzyme IIA component
Imo1720 0.22 similar to phosphotransferase system (PTBgtian-specific enzyme [IB component
Imo1971 n.a. similar to pentitol PTS system enzyme Il C component
Imo1972 n.a. similar to pentitol PTS system enzyme Il B congnt
Imo01973 n.a. similar to PTS system enzyme Il A component
Imo1997 1.69 similar to PTS mannose-specific enzyme |IA porent
Imo02000 n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme IID componen
Imo2001 n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme |IC comept
Imo02002 n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme IIB component
Imo2096 n.a. similar to PTS system galactitol-specific eneyllC component
Imo02097 1.19 similar to PTS system galactitol-specific enzyni& ¢bomponent
Imo2098 n.a. similar to PTS system galactitol-specific eneyllA component
Imo02135 n.a. similar to PTS system, fructose-specific enzymedd@ponent
Imo2136 n.a. similar to PTS system, fructose-specific ereyiB component
Imo02137 0.85 similar to PTS system, fructose-specific enzymedbiponent
Imo2259 n.a. similar to phosphotransferase system (PT®)}dlatoside-specific enzyme IIA
Imo02335 n.a. fruA - highly similar to phosphotransferase system (Ffttose-specific enzyme IIABC
component
Imo2373 n.a. similar to phosphotransferase system (PT®)dletoside-specific enzyme IIB component
Imo02649 n.a. similar to hypothetical PTS enzyme IIC component
Imo2650 n.a. similar to hypothetical PTS enzyme 1IB compdnen
Imo02651 n.a. similar to mannitol-specific PTS enzyme IIA compaohe
Imo2665 n.a. similar to PTS system galactitol-specific eneyllC component
Imo02666 n.a. similar to PTS system galactitol-specific enzyni& ¢bmponent
Imo2667 n.a. similar to PTS system galactitol-specific eneyllA component
Imo02683 0.17 similar to cellobiose phosphotransferase enzymediBponent
Imo2684 0.67 similar to cellobiose phosphotransferase eezijy@ component
Imo02685 n.a. similar to cellobiose phosphotransferase enzymectfponent
Imo2708 n.a. similar to PTS system, cellobiose-specificyemz [IC
Imo02733 n.a. similar to PTS system, fructose-specific IABC comeon
Imo2762 n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 1B
Imo02763 n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 1IC
Imo2765 n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 1A
Imo2772 n.a. similar to beta-glucoside-specific enzyme IIABC
Imo2780 n.a. similar to cellobiose PTS enzyme IIA
Imo02782 n.a. similar to PTS, cellobiose-specific 1I1B component
Imo2783 n.a. similar to cellobiose phosphotransferase systezyme |IC
Imo2787 n.a. bvrB, beta-glucoside-specific phosphotransferase eniyAlBC component
Imo2797 n.a. similar to phosphotransferase system mansftetific enzyme I1A
Imo2799 n.a. similar to phosphotransferase system mannitol-fipegizyme [IBC
Imo2850 n.a. similar to sugar transport proteins

Tabelle 16 In L. monocytogene&GD verglichen mitL. monocytogene&GD-e hochregulierte Gene nach
Wachstum MM mit 50 mM Glucose versetzt.

Genhame

Ratio Funktion
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Imo0200
Imo0201
Imo0202
Imo0204
Imo0205
Imo1650
Imo1988
Imo2040

0.39 Listeriolysin positive regulatory protein

0.21 Phosphatidylinositol-specific phospholipase ¢

0.21 Listeriolysin O precursor

0.26 Actin-assembly inducing protein precursor

0.04 Phospholipase C

0.47 Unknown, similar to hypothetical proteins

0.50 Unknown, similar to 3-isopropylmalate dehydrogenase
0.44 Unknown, similar to cell-division protein FtsL

Tabelle 17 In L. monocytogene&GD-e verglichen mit.. monocytogene&GD hochregulierte Gene nach
Wachstum MM mit 50 mM Glucose versetzt.

Genname Ratio Funktion

Imo0013 2.09 AA3-600 quinol oxidase subunit Il

Imo0015 2.12 AA3-600 quinol oxidase subunit 11

Imo0115 22.23  Unknown, similar to Antigen D

Imo0119 10.67 Unknown

Imo0120 9.00 Unknown

Imo0122 6.55 Unknown, similar to phage proteins

Imo0123 10.67  Unknown, similar to protein gp18 from Bacterioph&del 8

Imo0126 7.31 Unknown

Imo0127 18.13  Unknown, weakly similar to protein gp20 from Baotghage A118
Imo0170 4.10 Unknown

Imo0187 3.08 Unknown, similar to B. subtilis YabF protein

Imo0191 3.97 Unknown, similar to a putative phospho-betazgsidase

Imo0196 2.59 Unknown, similar to B. subtilis SpoVG protein

Imo0197 5.48 Unknown, similar to B. subtilis SpoVG protein

Imo0198 2.30 Unknown, highly similar to UDP-N-acetylglucosamipgrophosphorylase
Imo0199 13.10 Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase

Imo0211 3.03 Unknown, similar to B. subtilis general stress pirote

Imo0218 3.25 Unknown, polyribonucleotide nucleotidyltransfge domain present
Imo0235 2.51 Unknown, similar to nucleotidylyl transferase, pyh@sphorylase
Imo0238 2.42 Unknown, similar to serine O-acetyltransferase

Imo0239 2.26 Cysteinyl-tRNA synthetase

Imo0240 2.54 Unknown, highly similar to B. subtilis YazC peot

Imo0242 3.02 Unknown, similar to B. subtilis Yacp protein

Imo0243 3.26 RNA polymerase sigma-30 factor (sigma-H)

Imo0256 2.55 Unknown, conserved hypothetical protein

Imo0259 2.17 RNA polymerase (beta subunit)

Imo0279 3.37 Unknown, highly similar to anaerobic ribonucleostdphosphate reductase
Imo0280 4.58 Unknown, highly similar to anaerobic ribonwtlde reductase activator protein
Imo0292 3.04 Unknown, similar to heat-shock protein htrA senmetease
Imo0369 3.68 Unknown, conserved hypothetical protein, higiiilar to B. subtilis Yeel protein
Imo0370 3.20 Unknown, conserved hypothetical protein

Imo0394 2.19 Unknown, similar to L. monocytogenes extradat P60 protein
Imo0404 2.06 Unknown

Imo0500 2.38 Unknown, similar to transaldolase

Imo0539 8.43 Unknown, similar to tagatose-1,6-diphosphate akkwla

Imo0555 2.90 Unknown, similar to di-tripeptide transporter

Imo0558 2.29 Unknown, conserved hypothetical protein

Imo0592 8.95 Unknown

Imo0593 2.83 Unknown, similar to transport proteins (formate?)

Imo0596 17.84 Unknown, similar to unknown proteins

Imo0644 8.24 Unknown, similar to conserved hypothetical proteins
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Genname Ratio Funktion

Imo0756 3.17 Unknown, Similar to ABC transporter (ATP-bindimigtein)

ImoQ774 2.97 Unknown, conserved hypothetical protein

Imo0781 2.58 Unknown, similar to mannose-specific phosgratferase system (PTS) component 11D

ImoQ0782 128.38 Unknown, similar to mannose-specific phosphotramasfe system (PTS) component IIC

Imo0783 12.28 Unknown, similar to mannose-specific phosgarnsferase system (PTS) component |I1B

Imo0784 63.39  Unknown, similar to mannose-specific phosphotraask system (PTS) component IIA

Imo0866 5.47 Unknown, similar to ATP-dependent RNA helicase

Imo0895 3.45 RNA polymerase sigma-37 factor (sigma-B)

Imo0944 6.61 Unknown, similar to B. subtilis YneR protein

Imo0959 2.88 Unknown, similar to undacaprenyl-phosphate N-agéiglosaminyltransferase

Imo0964 2.86 Unknown, similar to B. subtilis YjbH protein

Imo0972 2.58 D-alanyl carrier protein

Imo1015 3.75 Unknown, highly similar to glycine betaine AB@rtsporters (permease)

Imo1016 4.21 Unknown, highly similar to glycine betaine ABC trangers (glycine betaine-binding protein)

Imo1052 2.69 Unknown, highly similar to pyruvate dehydrogse (E1 alpha subunit)

Imo1055 2.38 Unknown, highly similar to dihydrolipoamide dehydemase, E3 subunit of pyruvate
dehydrogenase complex

Imo1057 2.10 Unknown, similar to L-lactate dehydrogenase

Imo1067 2.50 Unknown, similar to GTP-binding elongation factor

Imo1081 2.55 Unknown, similar to glucose-1-phosphate thyiricinsferase

Imo1083 2.57 Unknown, similar to dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase

Imo1084 3.81 Unknown, similar to DTDP-L-rhamnose synthetase

Imo1088 2.22 Unknown, similar to teichoic acid biosynthesis pintB precursor

Imo1162 2.09 Unknown

Imo1216 6.21 Unknown, similar to N-acetylmuramoyl-L-alanine arse (autolysin)

Imo1233 4.30 Thioredoxin

Imo1240 2.26 Unknown, conserved hypothetical protein, similaBtasubtilis YsnB protein

Imo1304 130.98  Unknown, similar to B. subtilis YnzC protein

Imo1316 3.12 Unknown, similar to phosphatidate cytidylyltransfee (CDP-diglyceride synthase)

Imo1318 4.53 Unknown, conserved hypothetical protein sintiaB. subtilis YIuC protein

Imo1334 4.02 Unknown, similar to B. subtilis YgzD protein

Imo1338 2.03 Unknown similar to B. subtilis yggQ

Imo1350 2.13 Unknown, similar to glycine dehydrogenase (decaylaiing) subunit 2

Imo1356 3.27 Unknown, similar to acetyl-CoA carboxylase suib(biotin carboxyl carrier subunit)

Imo1357 3.13 Acetyl-CoA carboxylase subunit (biotin carboxylaséunit)

Imo1358 3.01 Unknown, similar to B. subtilis YghY protein

Imo1364 251 Unknown, similar to cold shock protein

Imo1380 3.05 Unknown

Imo1423 5.64 Unknown

Imol1424 4.43 Unknown, similar to manganese transport pnetBiRAMP

Imo1427 14.50  Unknown, similar to glycine betaine/carnitine/cheliABC transporter (membrane protein)

Imo1431 5.67 Unknown, similar to ABC transporter (ATP-bindimgtein)

Imo1432 &85 Unknown

Imo1435 2.66 Unknown, similar to dihydrodipicolinate synsea

Imo1439 3.35 Superoxide dismutase

Imo1449 2.07 Unknown, similar to endonuclease IV

Imo1460 2.20 Unknown, similar to B. subtilis RecO protein invodivien DNA repair and homologous
recombination

Imo1473 2.34 Class | heat-shock protein (molecular chapgrbnakK

Imo1476 2.19 Unknown, highly similar to coproporphyrinogen Iidase

Imo1503 2.22 Unknown

Imo1508 2.18 Unknown, similar to two-component sensor histidiirease

Imo1525 4.54 Unknown, similar to single-stranded-DNA-spieo&xonuclease (RecJ)
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Genname Ratio Funktion

Imo1528 2.60 Unknown, similar to unknown proteins

Imo1531 3.36 Unknown, similar to S-adenosylmethionine:tRN#osyltransferase-isomerase

Imo1539 2.07 Unknown, similar to glycerol uptake facilitator

Imol1571 2.57 Unknown, highly similar to 6-phosphofructolgea

Imo1601 4.89 Unknown, similar to general stress protein

Imo1602 4.19 Unknown, similar to unknown proteins

Imo1634 9.75 Unknown, similar to Alcohol-acetaldehyde dehydraagn

Imo1636 2.87 Unknown, similar to similar to ABC transport&TP-binding protein)

Imo1720 3.30 Unknown, similar to phosphotransferase system (Bi¢&nan-specific enzyme 1B component

Imol1733 2.36 Unknown, similar to glutamate synthase (sswunit)

Imol1765 2.03 Bifunctional phosphoribosylaminoimidazole carboxynfigl formyltransferase and inosine-
monophosphate cyclohydrolase

Imol1773 2.03 Adenylosuccinate lyase

Imo1816 2.48 Ribosomal protein L28

Imo1820 2.12 Unknown, similar to putative serine/threongpecific protein kinase

Imo1847 3.40 Unknown, similar to adhesion binding proteins apdproteins with multiple specificity for metal
cations (ABC transporter)

Imo1888 3.05 Unknown, similar to hypothetical proteins

Imo1892 2.02 Unknown, similar to penicillin-binding protein 2A

Imo01923 2.39 Unknown, similar to 5-enolpyruvylshikimatepBosphate synthase

Imo1936 2.67 Unknown, similar to NAD(P)H-dependent glycerol-3egphate dehydrogenase

Imo1956 2.89 Unknown, similar to transcriptional regula¢bur family)

Imo1975 6.84 Unknown, similar to E. coli DNA-damage-inducibleopgin dinP

Im02020 3.46 Unknown, similar to cell-division initiatiorrgtein (septum placement)

Imo2055 2.57 Unknown, similar to unknown proteins

Imo2072 5.01 Unknown, similar to a putative DNA binding fins

Imo2089 2.24 Unknown, similar to lipases

Imo2103 2.56 Unknown, similar to phosphotransacetylase

Imo2105 3.40 Unknown, similar to ferrous iron transport prot&n

Imo02109 5.038 Unknown, similar to hydrolase

Imo2137 2.10 Unknown, similar to PTS system, fructose-specifizyene IIA component

Imo2155 2.27 Unknown, similar to ribonucleoside-diphosphratductase, subunit alpha

Imo02193 2.63 Unknown, similar to oligopeptide ABC transporter (AbRding protein)

Imo2203 2.62 Unknown, similar to N-acetylmuramoyl-L-alaniamidase and to internalin B

Imo2204 3.14 Unknown, similar to unknown protein

Imo2205 3.26 Unknown, similar to phosphoglyceromutase 1

Imo2206 2.37 Unknown, similar to endopeptidase Clp ATP-bindingiolB (ClpB)

Imo2207 3.58 Unknown, similar to unknown protein

Imo2211 2.02 Unknown, similar to ferrochelatase

Imo2212 3.52 Unknown, similar to uroporphyrinogen |1l ddoaxylase

Imo2216 2.64 Unknown, similar to histidine triad (HIT) protein

Imo2237 2.68 Unknown, similar to transport system permemaegein

Imo2264 2.42 Unknown, similar to unknown proteins

Imo2267 2.77 Unknown, similar to ATP-dependent deoxyribdease (subunit A)

Imo2268 2.75 Unknown, similar to ATP-dependent deoxyribonucle@sdunit B)

Imo2343 4.26 Unknown, similar to nitrilotriacetate monooeygse

Imo2381 5.15 Unknown, similar to proteins involved in resistatceholate and to NA(+) and in pH
homeostasis

Imo2390 2.38 Unknown, similar to hypothetical thioredoxieeluctase

Imo2429 5.16 Unknown, similar to B. subtilis ferrichrome ABC tramsger (ATP-binding protein) FhuC

Imo2460 4.91 Unknown, similar to B. subtilis CggR hypothettizanscriptional regulator

Imo2488 241 Excinuclease ABC (subunit A)

Imo2522 3.56 Unknown, similar to hypothetical cell wall Hing protein from B. subtilis
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Genname Ratio Funktion
Imo2596 2.14 Ribosomal protein S10

Imo2676 7.50 Unknown, similar to UV-damage repair protein
Imo2719 241 Unknown, conserved hypothetical proteins
Imo2720 3.35 Unknown, similar to acetate-CoA ligase

Tabelle 18 Ubersicht (iber alle Phosphotransferasesteme (PTS) inL. monocytogenes EGD-e mit
Einteilung in die sieben von Barabote und Saiel0fenannten PTS-Familien. Zusatzlich wurden riach
silico Analysen putative PRD-Antiterminatoren und -Aktiv@en dargestellt und die PTS-Permeasen, die in
einerccpAoderhprK-Insertionsmutante hochreguliert sind (Mertgisal, 2007).
PTS Anti- Aktivator in :: ccpA oder Annotation nach
terminator = hprkK 1 http://genolist.pasteur.fr/ListiList/

1. The PTS Glucose-Glucoside (Glc) Family (6)

Imo0027 similar to PTS system, beta-glucosides
specific enzyme I1ABC

Imo0738 hprkK similar to phosphotransferase system (PTS)
beta-glucoside-specific enzyme I1ABC
component

Imo1017 similar to phosphotransferase system
glucose-specific enzyme II1A

Imo1035 similar to phosphotransferase system (PTS)
beta-glucoside-specific enzyme I1ABC

Imo1255 hprK similar to PTS system trehalose specific
enzyme IIBC

Imo2772 Imo2773 :ccpAund thprK  similar to beta-glucoside-specific enzyme
IIABC

Imo2787 Imo2788 hprK beta-glucoside-specific phosphotransferase

(bvrA) enzyme Il ABC component

2. The PTS Mannose-Fructose-Sorbose (Man) Family X4

Imo0021-0024 GntR similar to PTS system, fructose-specific
(Imo0020) lIA, B, C and D component
Imo0096-0098 LevR -I :hprK similar to PTS system mannose-specific,
(Imo0785) factor IIAB, C and D
Imo0781-0784 LevR -I :hprK similar to mannose-specific
(Imo0785) phosphotransferase system (PTS)
component IID, C, B and A
Imo1997 similar to PTS mannose-specific enzyme
IIA component
Imo02000-2002 ::ccpAund :hprK  similar to PTS mannose-specific enzyme

IID, C and B component

3. The PTS Lactose-N,N'-Diacetylchitobios@-glucoside (Lac) Family (8)

Imo0298/0299/ LicR :ICCPA similar to PTS beta-glucoside-specific
0301 (Imo0297) enzyme IIC, B and A component
Imo0373/0374 similar to PTS betaglucoside-specific
enzyme |IC and B component
Imo0874-0876 ManR similar to PTS system enzyme IIA, B and C
(Imo0873) component

168



Anhang

PTS Anti- Aktivator in :: ccpA oder Annotation nach
terminator = hprK 1 http://genolist.pasteur.fr/ListiList/

Imo0914-0916 hprK similar to phosphotransferase system
enzyme 1B, C and A

Imo1719/1720 LevR -l similar to phosphotransferase system (PTS)

(Imo1721) lichenan-specific enzyme IIA and B

component

Im02683-2685 LevR Il similar to cellobiose phosphotransferase

(Imo1721) enzyme |I1B, C and A component

Imo2762/2763/ :ccpAund thprK  similar to PTS cellobiose-specific enzyme

2765 IIB, Cand A

Imo2780/2782/ LicR similar to cellobiose PTS enzyme IIA, B

2783 (Imo2784) and C

Imo0034 :ICCpA similar to PTS system, cellobiose-specific
[IC component

Imo0901 similar to PTS system, cellobiose-specific
IIC component

Imo1095 similar to PTS system, cellobiose-specific
[IB component (cel A)

Imo2259 similar to phosphotransferase system (PTS)
beta-glucoside-specific enzyme I1A

Imo2373 similar to phosphotransferase system (PTS)
beta-glucoside-specific enzyme 11B
component

Imo2708 similar to PTS system, cellobiose-specific

4. The PTS Fructose-Mannitol (Fru) Family (6)

Imo0357/0358

Imo0398-0400

Imo0426-0428

Imo0631-0633

Imo2135-2137

Imo2733

Imo2797/2799

Imo2335

LicR
(Imo0402)
LicR
(Imo0425)
LicR
(Imo0630)

MtIR
(Im02138)

5. The PTS Glucitol (Gut) Family (1)

Imo0542-0544

::ccpAund :hprK

hprkK

::ccpAund :hprK

enzyme IIC

similar to PTS system, enzyme IIA and B/C
component

similar to phosphotransferase system
enzyme IIA, B and C

similar to PTS fructose-specific enzyme
IIA, B and C component

similar to PTS system, fructose-specific
lIA, B and C component

similar to PTS system, fructose-specific
enzyme IIC, B and A component

similar to PTS system, fructose-specific
IIABC component

similar to phosphotransferase system
mannitol-specific enzyme IIA and BC

fruA - highly similar to phosphotransferase
system (PTS) fructose-specific enzyme
IIABC component

similar to PTS system, glucitol/sorbitol-
specific enzyme Il1A, B and C component
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PTS Anti- Aktivator

terminator

:: ccpA oder Annotation nach

= hprK 1 http://genolist.pasteur.fr/ListiList/

6. The PTS Galactitol (Gat) Family (3)

Imo0503/0507/ MtIR

0508 (Imo0501)

Imo02096-2098 LicR
(Imo2099)

Imo2665-2667 MtIR
(Imo2668)

7. The PTS L-Ascorbate (L-Asc) Family (2)
Imo1971-1973

ManR/MtIR
(Imo2652)

Im02649-2651

::ccpAund :hprK  similar to PTS fructose-specific enzyme

IIA, B and C component

similar to PTS system galactitol-specific
enzyme IIC, B and A component

::ccpAund :hprK  similar to PTS system galactitol-specific

enzyme IIC, B and A component

similar to pentitol PTS system enzyme IIC,
B and A component

::ccpAund :hprK similar to hypothetical PTS enzyme IIC, B

and A component

Tabelle 19Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene couliefigr prfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und aller PTS-Gene ih. monocytogene&GD-e AImo0096-0098, EGD-&A\lmo0781-0784 und der PY¥
Deletionsmutante ManPTS im Vergleich zum Wildtyp € nach Wachstum in MM mit 10 mM Glucose
versetzt, n.a. steht fur unter den Bedingungent mietektierbare Gene.

Genename  d0096-8/ d0781-4/ ManPTS/ Funktion
EGD-e EGD-e EGD-e

Lmo0200 1.33 1.09 1.26 prfA - listeriolysin positive regulatory protein

Lmo0201 1.45 1.01 1.24 plcA - phosphatidylinositol-specjttospholipase ¢
Lmo0202 1.62 1.32 1.38 hly - listeriolysin O precursor

Lmo0203 1.14 0.88 2.86 mpl - Zinc metalloproteinase premurs

Lmo0204 1.43 1.19 1.77 actA - actin-assembly inducing protein precursor

Lmo0205 1.48 1.17 1.93 plcB - phospholipase C

Lmo0433 1.49 1.16 1.60 inlA - InternalinA

Lmo0434 1.58 1.33 2.57 inIB - InternalinB

Lmo0838 4.32 3.69 8.51 uhpT - highly similar to hexose phosphate transpmtein
Lmo1786 1.77 1.03 4.86 inIC - Internalin C

Lmo0021 1.93 1.77 0.42 similar to PTS system, fructose-ifipdtA component
Lmo0022 2.49 2.19 n.a. similar to PTS system, fructose-specific 1IB compune
Lmo0023 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructoseifip¢tC component
Lmo0024 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, mannose-specific [ID compbne
Lmo0027 59.42 50.35 41.26 similar to PTS system, beta-glaies specific enzyme II1ABC
Lmo0034 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific 1IC comgat
Lmo0096 0.01 0.01 0.05 similar to PTS system mannose-spgefattor [IAB

Lmo0097 0.01 0.02 0.05 similar to PTS system mannose-specific, factor IIC
Lmo0098 0.00 0.02 0.04 similar to PTS system mannose-spgfattor 11D

Lmo0169 0.10 0.94 0.49 similar to a glucose uptake protein

Lmo0176 1.33 0.73 1.11 similar to a glucose uptake protein

Lmo0258 1.01 0.90 1.02 rpoB - RNA polymerase (beta subunit)

Lmo0298 n.a. n.a. n.a. similar to PTS beta-glucoside-sigegeifzyme 11IC component
Lmo0299 1.47 n.a. n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyme lIBhponent
Lmo0301 n.a. n.a. n.a. similar to PTS beta-glucoside-sigeeifzyme I1A component
Lmo0344 1.39 n.a. 1.90 similar to dehydrogenase/reductase
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Genename  d0096-8/ d0781-4/ ManPTS/ Funktion
EGD-e EGD-e EGD-e
Lmo0347 n.a. n.a. n.a. similar to dihydroxyacetone kinase
Lmo0348 n.a. n.a. n.a. similar to dihydroxyacetone kinase
Lmo0357 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, enzyme |idponent
Lmo0358 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, enzyme |1IBC component
Lmo0373 2.76 n.a. 1.56 similar to PTS betaglucoside-speeifizyme 11C component
Lmo0374 n.a. n.a. n.a. similar to PTS betaglucoside-specific enzyme 1IB porment
Lmo0398 0.48 0.81 1.01 similar to phosphotransferase systeygme [IA
Lmo0399 0.63 n.a. n.a. similar to fructose-specific phosphotransferase/emez!1B
Lmo0400 n.a. n.a. n.a. similar to fructose-specific phosgarsferase enzyme [IC
Lmo0424 n.a. n.a. n.a. similar to Staphylococcus xylosus glucose uptakesim
Lmo0426 3.72 2.35 2.33 similar to PTS fructose-specificyeme I1|1A component
Lmo0427 3.78 2.74 2.54 similar to PTS fructose-specific enzyme 11B compdnen
Lmo0428 4.29 2.59 2.83 similar to PTS fructose-specificyeme 11IC component
Lmo0503 2.01 n.a. 1.51 similar to PTS fructose-specific enzyme IIA compone
Lmo0507 2.58 n.a. n.a. similar to PTS system, Galactiteesfic 11B component
Lmo0508 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, Galactitol-specific I1IC compat
Lmo0542 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, glucitol/goHspecific enzyme IIA
component
Lmo0543 1.97 1.10 n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbitol-specifitzzgme 11BC
component
Lmo0544 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, glucitol/goHspecific enzyme IICII
component
Lmo0631 2.75 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIA compoh
Lmo0632 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructoseifipélB component
Lmo0633 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIC compune
Lmo0738 n.a. n.a. n.a. similar to phosphotransferase sy@ear8) beta-glucoside-
specific enzyme [IABC component
Lmo0781 2.47 0.04 0.16 similar to mannose-specific phosphotransferasesy§PTS)
component |[ID
Lmo0782 2.65 0.01 0.05 similar to mannose-specific phoginsferase system (PTS)
component |IC
Lmo0783 2.16 0.01 0.04 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS)
component |IB
Lmo0784 1.85 0.01 0.06 similar to mannose-specific phogpinsferase system (PTS)
component 1A
Lmo0859 2.19 0.91 3.30 similar to putative sugar ABC transporter, periplassugar-
binding protein
Lmo0874 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system enzyme |IA poment
Lmo0875 1.47 n.a. n.a. similar to PTS system, beta-glucoside enzyme |IBmoment
Lmo0876 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, Lichenaniipanzyme IIC component
Lmo0901 0.94 n.a. n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific [IC comgat
Lmo0914 0.82 0.78 1.05 similar to PTS system, 1IB component
Lmo0915 2.57 n.a. 1.75 similar to phosphotransferase system enzyme |1IC
Lmo0916 1.78 1.28 2.35 similar to phosphotransferase systeygme [IA
Lmo1003 1.32 1.29 1.61 phosphotransferase system enzyme |
Lmo1017 1.01 0.73 1.16 similar to phosphotransferase sygtaoose-specific enzyme
A
Lmo1034 2.95 1.12 1.43 similar to glycerol kinase
Lmo1035 2.04 n.a. 1.37 similar to phosphotransferase sy@ears) beta-glucoside-
specific enzyme [IABC
Lmo1095 0.89 0.79 1.06 similar to PTS system, cellobiose-specific 1B coment (cel A)
Lmol167 1.27 n.a. n.a. glpF - similar to glycerol uptakeilf@tor protein
Lmo1255 1.06 n.a. n.a. similar to PTS system trehalose specific enzyme IIBC
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Genename  d0096-8/ d0781-4/ ManPTS/ Funktion
EGD-e EGD-e EGD-e

Lmo1293 0.29 1.22 1.08 glpD - similar to glycerol 3 phosighdehydrogenase

Lmo1538 0.93 1.93 1.44 similar to glycerol kinase

Lmo1539 0.98 2.19 1.93 similar to glycerol uptake faciliat

Lmol1719 0.24 0.25 0.74 similar to phosphotransferase system (PTS) lichepaaific
enzyme IIA component

Lmo1720 0.14 0.12 0.45 similar to phosphotransferase sy§Rars) lichenan-specific
enzyme IIB component

Lmol737 1.45 1.04 1.41 similar to glycerol dehydrogenase

Lmo1971 5.79 n.a. n.a. similar to pentitol PTS system ereyin€ component

Lmo1972 2.23 n.a. 1.28 similar to pentitol PTS system enzyme Il B component

Lmo1973 2.98 n.a. 1.57 similar to PTS system enzyme Il mgonent

Lmo1997 2.73 n.a. n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme 1A compdnen

Lmo2000 3.31 3.48 n.a. similar to PTS mannose-specific emzlD component

Lmo2001 2.97 3.40 n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme 1IC component

Lmo2002 2.84 2.26 n.a. similar to PTS mannose-specific erezl)B component

Lmo2096 1.63 1.20 n.a. similar to PTS system galactitol-specific enzym@ ¢omponent

Lmo2097 3.88 1.78 n.a. similar to PTS system galactitokgjmeenzyme [IB component

Lmo2098 5.19 n.a. n.a. similar to PTS system galactitol-specific enzym& ¢dbmponent

Lmo2135 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructoseifip@nzyme IIC component

Lmo2136 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific enzymeddBponent

Lmo2137 n.a. n.a. n.a. similar to PTS system, fructoseifipanzyme IIA component

Lmo2259 1.16 0.87 1.17 similar to phosphotransferase system (PTS) betzegide-
specific enzyme IIA

Lmo2335 2.07 1.72 1.80 fruA - highly similar to phosphotsterase system (PTS)
fructose-specific enzyme [IABC component

Lmo2373 1.14 0.86 1.09 similar to phosphotransferase system (PTS) betzegide-
specific enzyme [IB component

Lmo2649 n.a. n.a. n.a. similar to hypothetical PTS enzyl@ecbmponent

Lmo2650 0.70 n.a. n.a. similar to hypothetical PTS enzyme IIB component

Lmo2651 0.58 n.a. n.a. similar to mannitol-specific PTSyene IIA component

Lmo2665 2.72 1.91 2.11 similar to PTS system galactitol-specific enzym@ component

Lmo2666 2.93 1.63 2.62 similar to PTS system galactitolefffzreenzyme 11B component

Lmo2667 2.62 1.58 2.54 similar to PTS system galactitol-specific enzyme ¢bmponent

Lmo2683 0.05 0.01 0.14 similar to cellobiose phosphotraasie enzyme [IB component

Lmo2684 0.24 0.04 1.53 similar to cellobiose phosphotransferase enzymedi@ponent

Lmo2685 1.52 0.44 1.78 similar to cellobiose phosphotraasie enzyme IIA component

Lmo2695 0.21 0.91 0.57 similar to dihydroxyacetone kinase

Lmo2696 0.22 0.90 0.56 similar to hypothetical dihydroxy@ace kinase

Lmo2708 2.37 n.a. n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific enzytte |

Lmo2733 n.a. 1.95 n.a. similar to PTS system, fructoseifipdlABC component

Lmo2762 n.a. n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 11B

Lmo2763 n.a. n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specifizyene 11C

Lmo2765 n.a. n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 1A

Lmo2772 2.27 1.87 n.a. similar to beta-glucoside-specifizyene IIABC

Lmo2780 n.a. n.a. n.a. similar to cellobiose PTS enzyme IIA

Lmo2782 n.a. n.a. n.a. similar to PTS, cellobiose-spetiBccomponent

Lmo2783 1.56 0.82 n.a. similar to cellobiose phosphotransferase systemreaz|C

Lmo2787 n.a. n.a. n.a. beta-glucoside-specific phosphdiease enzyme 1l ABC
component

Lmo2797 4.76 4.11 2.92 similar to phosphotransferase system mannitol-fipegizyme

IIA
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Anhang

Genename  d0096-8/ d0781-4/ ManPTS/ Funktion
EGD-e EGD-e EGD-e
Lmo2799 8.99 n.a. 3.67 similar to phosphotransferase systammitol-specific enzyme
IIBC
Lmo2850 n.a. n.a. n.a. similar to sugar transport proteins

Tabelle 20Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene couliefigr prfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und aller PTS-Gene ih. monocytogene€GD-e AlImo0027, EGD-eAlmo0096-0098AImo0027, EGD-e
Almo0096-0098\Imo0781-0784AImo0027 und der PT%" Deletionsmutante ManPTAimo0027 im Vergleich
zum Wildtyp EGD-e nach Wachstum in MM mit 10 mM Gdse, n.a. steht fur unter den Bedingungen nicht
detektierbare Gene.

Genname d0027/ EGD- d0096-8 d0027/ EGD-e  d0096-8 d0781-4 d0027/ EGD-e  Ned&i$ d0027/ EGD-
e e
Lmo0200 1.38 1.64 2.23 3.93
Lmo0201 1.30 1.36 2.29 13.56
Lmo0202 0.92 1.91 2.07 26.10
Lmo0203 1.04 1.45 1.97 8.26
Lmo0204 1.03 1.66 2.29 23.09
Lmo0205 1.08 1.52 2.29 26.36
Lmo0433 0.98 1.56 2.33 1.98
Lmo0434 1.29 1.40 1.25 1.38
Lmo0838 1.33 5.13 4.60 14.15
Lmol1786 1.24 1.17 3.15 7.34
Lmo0021 n.a. 1.74 1.87 n.a.
Lmo0022 n.a. 2.27 n.a. n.a.
Lmo0023 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0024 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0027 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0034 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0096 1.12 0.01 0.10 0.02
Lmo0097 1.13 0.01 0.08 0.01
Lmo0098 1.22 0.01 0.10 0.01
Lmo0169 1.08 0.11 0.38 0.20
Lmo0176 0.96 1.32 0.75 0.66
Lmo0258 1.15 1.11 0.84 0.92
Lmo0298 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0299 1.07 1.62 n.a. n.a.
Lmo0301 n.a. n.a. 1.44 n.a.
Lmo0344 1.11 1.22 1.54 n.a.
Lmo0347 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0348 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0357 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0358 n.a. n.a. n.a. 1.68
Lmo0373 n.a. n.a. n.a. 2.15
Lmo0374 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0398 1.12 0.55 0.90 3.05
Lmo0399 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0400 n.a. 2.77 n.a. n.a.
Lmo0424 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo0426 n.a. 3.28 n.a. 3.52

173



Anhang

Genname do027/ EGD- d0096-8 d0027/ EGD-e  d0096-8 d0781-4 d0027/ EGD-e  Nvdrs d0027/ EGD-
e e

Lmo0428 0.99 3.29 1.96 5.22

Lmo0507 n.a. 1.80 n.a. 2.44

Lmo0542 n.a. 2.44 n.a. n.a.

Lmo0544 n.a. n.a. n.a. n.a.

Lmo0632 n.a. n.a. n.a. n.a.

Lmo0738 n.a. n.a. n.a. n.a.

Lmo0782 1.26 3.63 0.09 0.02

Lmo0784 0.90 3.26 0.08 0.03

Lmo0874 n.a. n.a. n.a. n.a.

Lmo0876 n.a. n.a. n.a. n.a.

Lmo0914 1.10 0.81 0.89 1.33

Lmo0916 0.93 1.30 2.59 n.a.

Lmo1017 1.04 0.79 0.92 0.38

Lmo1035 n.a. 2.06 n.a. 0.80

Lmol167 n.a. n.a. n.a. 1.25

Lmo1293 1.14 0.33 1.83 1.76

Lmo1539 1.16 1.07 10.53 9.23

Lmo1720 1.14 0.17 0.41 0.77

Lmol1971 n.a. n.a. n.a. n.a.

Lmo1973 n.a. n.a. n.a. n.a.

Lmo2000 n.a. 2.21 1.76 n.a.

Lmo2002 n.a. 1.92 1.47 n.a.

Lmo2097 n.a. 3.81 2.02 6.92
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Anhang

Genname d0027/ EGD- d0096-8 d0027/ EGD-e  d0096-8 d0781-4 d0027/ EGD-e  Nedi$ d0027/ EGD-
e e
Lmo2135 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2136 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2137 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2259 1.02 1.01 1.10 0.90
Lmo2335 1.22 1.19 1.23 2.16
Lmo2373 1.35 0.80 0.99 1.07
Lmo2649 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2650 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2651 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2665 n.a. 2.75 1.70 4.57
Lmo2666 1.08 2.38 2.09 4.57
Lmo2667 0.94 2.36 1.89 4.89
Lmo2683 1.40 0.06 0.90 2.97
Lmo2684 1.74 0.27 6.41 16.21
Lmo2685 1.59 1.47 6.51 35.94
Lmo2695 1.16 0.21 1.00 1.63
Lmo2696 1.13 0.22 0.83 1.54
Lmo2708 1.14 1.94 24.46 383.86
Lmo2733 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2762 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2763 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2765 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2772 n.a. 7.76 6.48 19.87
Lmo2780 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2782 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2783 1.27 1.07 n.a. n.a.
Lmo2787 n.a. n.a. n.a. n.a.
Lmo2797 n.a. 4.31 n.a. 5.72
Lmo2799 n.a. 5.22 n.a. n.a.
Lmo2850 n.a. n.a. n.a. n.a.

Tabelle 21Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene couliefigr prfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und einiger PTS-Gene In monocytogeneSGD-e AManPTSA0027A 2683-5 und EGD-aManPTSA0027 A

2683-5A2708 im Vergleich zum Wildtyp EGD-e nach WachstumMM mit 10 mM Glucose, n.a. steht fir
unter den Bedingungen nicht detektierbare Gene.

Genname ManPTS d0027  ManPTS d0027 Funktion

d2683-5/ EGD-e d2683-5 d2708/

EGD-e

Lmo0200 2.44 43.57 prfA - listeriolysin positive regulatory protein
Lmo0201 4.34 22.38 plcA - phosphatidylinositol-specific gpbolipase c
Lmo0202 5.04 50.10 hly - listeriolysin O precursor
Lmo0203 4.06 13.78 mpl - Zinc metalloproteinase precursor
Lmo0204 4.92 28.59 actA - actin-assembly inducing protein precursor
Lmo0205 5.81 4.25 plcB - phospholipase C
Lmo0433 2.63 0.39 inlA - InternalinA
Lmo0434 2.52 0.48 inIB - InternalinB
Lmo0838 15.92 5.69 uhpT - highly similar to hexose phosphate transpotein
Lmol1786 9.43 2.64 inIC - Internalin C
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Anhang

Genname ManPTS d0027  ManPTS d0027 Funktion
d2683-5/ EGD-e d2683-5 d2708/
EGD-e

Lmo0021 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-spetificomponent

Lmo0022 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIB compune

Lmo0023 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-spetiiaccomponent

Lmo0024 n.a. n.a. similar to PTS system, mannose-specific [ID compbne

Lmo0027 n.a. n.a. similar to PTS system, beta-glucosidesifip enzyme [IABC

Lmo0034 n.a. n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific 1IC comgat

Lmo0096 0.03 0.01 similar to PTS system mannose-spec#itpf [IAB

Lmo0097 0.02 0.01 similar to PTS system mannose-specific, factor 1IC

Lmo0098 0.02 0.01 similar to PTS system mannose-spec#itof |ID

Lmo0169 0.22 0.33 similar to a glucose uptake protein

Lmo0176 1.06 0.47 similar to a glucose uptake protein

Lmo0258 0.92 1.06 rpoB - RNA polymerase (beta subunit)

Lmo0298 n.a. n.a. similar to PTS beta-glucoside-specifiryare [IC component

Lmo0299 n.a. n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyme lIBnponent

Lmo0301 n.a. n.a. similar to PTS beta-glucoside-specificyare IIA component

Lmo0344 n.a. 1.78 similar to dehydrogenase/reductase

Lmo0347 n.a. n.a. similar to dihydroxyacetone kinase

Lmo0348 n.a. n.a. similar to dihydroxyacetone kinase

Lmo0357 n.a. n.a. similar to PTS system, enzyme |IA compone

Lmo0358 n.a. n.a. similar to PTS system, enzyme [IBC component

Lmo0373 n.a. n.a. similar to PTS betaglucoside-specifigyemez|IC component

Lmo0374 n.a. n.a. similar to PTS betaglucoside-specific enzyme 11B ponent

Lmo0398 n.a. 0.35 similar to phosphotransferase systemmaziA

Lmo0399 n.a. n.a. similar to fructose-specific phosphotransferase/emez!|B

Lmo0400 n.a. n.a. similar to fructose-specific phosphotierase enzyme 11C

Lmo0424 n.a. n.a. similar to Staphylococcus xylosus glucose uptalkdeim

Lmo0426 4.24 3.80 similar to PTS fructose-specific enzyidedomponent

Lmo0427 491 6.12 similar to PTS fructose-specific enzyme |1B compdnen

Lmo0428 6.86 6.49 similar to PTS fructose-specific enzyi@domponent

Lmo0503 n.a. n.a. similar to PTS fructose-specific enzyme IIA compone

Lmo0507 4.18 n.a. similar to PTS system, Galactitol-spedl8 component

Lmo0508 n.a. 7.01 similar to PTS system, Galactitol-specific 1IC compat

Lmo0542 n.a. n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbipécific enzyme IIA
component

Lmo0543 n.a. n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbitol-specifitzzgme [IBC
component

Lmo0544 n.a. n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbgpécific enzyme IIClI
component

Lmo0631 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIA compoh

Lmo0632 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-spetiliccomponent

Lmo0633 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIC compane

Lmo0738 n.a. 68.82 similar to phosphotransferase systerg)B&ta-glucosidspecifi
enzyme IIABC component

Lmo0781 0.10 0.14 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS)
component [ID

Lmo0782 0.03 0.03 similar to mannose-specific phosphoterase system (PTS)
component |IC

Lmo0783 0.01 0.01 similar to mannose-specific phosphotransferas@sy$PTS)
component IIB

Lmo0784 0.02 0.02 similar to mannose-specific phosphotexast system (PTS)

component IIA
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Anhang

Genname ManPTS d0027  ManPTS d0027 Funktion
d2683-5/ EGD-e d2683-5 d2708/
EGD-e

Lmo0859 5.70 0.43 similar to putative sugar ABC transporter, periplassugarbindil
protein

Lmo0874 n.a. n.a. similar to PTS system enzyme IIA compbnen

Lmo0875 n.a. n.a. similar to PTS system, beta-glucoside enzyme |1B mament

Lmo0876 n.a. n.a. similar to PTS system, Lichenan-speeifizyme [IC component

Lmo0901 n.a. n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific IIC comgat

Lmo0914 3.85 0.76 similar to PTS system, |1IB component

Lmo0915 6.13 n.a. similar to phosphotransferase system enzyme IIC

Lmo0916 6.76 n.a. similar to phosphotransferase systemmaziA

Lmo1003 1.92 0.46 phosphotransferase system enzyme |

Lmol1017 1.10 0.29 similar to phosphotransferase systenogkispecific enzyme IIA

Lmo1034 n.a. n.a. similar to glycerol kinase

Lmol1035 n.a. n.a. similar to phosphotransferase system)(Ba&ta-glucosidepecifi
enzyme IIABC

Lmo1095 1.14 0.38 similar to PTS system, cellobiose-specific 11B comeot (cel A)

Lmol167 n.a. n.a. glpF - similar to glycerol uptake faeildr protein

Lmo1255 n.a. n.a. similar to PTS system trehalose specific enzyme IIBC

Lmo1293 1.18 2.09 glpD - similar to glycerol 3 phosphataytrogenase

Lmo1538 2.89 3.93 similar to glycerol kinase

Lmo1539 3.56 4.92 similar to glycerol uptake facilitator

Lmo1719 3.86 0.54 similar to phosphotransferase system (PTS) lichapacific
enzyme IIA component

Lmol1720 2.69 0.47 similar to phosphotransferase system Y Rdf&nan-specific
enzyme |IB component

Lmo1737 1.78 1.09 similar to glycerol dehydrogenase

Lmol1971 n.a. n.a. similar to pentitol PTS system enzym@ omponent

Lmo1972 n.a. n.a. similar to pentitol PTS system enzyme |l B component

Lmo1973 n.a. n.a. similar to PTS system enzyme Il A compbne

Lmo1997 n.a. n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme IIA compaonen

Lmo2000 n.a. n.a. similar to PTS mannose-specific enzymetdmponent

Lmo2001 n.a. n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme IIC component

Lmo2002 n.a. n.a. similar to PTS mannose-specific enzyBedmponent

Lmo2096 6.49 32.26 similar to PTS system galactitol-specific enzyn@ ¢omponent

Lmo2097 9.07 38.86 similar to PTS system galactitol-speafizyme 11B component

Lmo2098 9.24 34.50 similar to PTS system galactitol-specific enzymfe dbmponent

Lmo2135 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-speeificyme [IC component

Lmo2136 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-specific enzymeddBiponent

Lmo2137 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-speeificyme IIA component

Lmo2259 1.36 0.51 similar to phosphotransferase system (PTS) betzngldespecifi
enzyme IIA

Lmo2335 4.03 3.28 fruA - highly similar to phosphotranstaystem (PTS) fructose-
specific enzyme IIABC component

Lmo2373 1.75 0.89 similar to phosphotransferase system (PTS) betzagldespecifi
enzyme |IB component

Lmo2649 n.a. n.a. similar to hypothetical PTS enzyme IIC porrent

Lmo2650 n.a. n.a. similar to hypothetical PTS enzyme IIB component

Lmo2651 n.a. n.a. similar to mannitol-specific PTS enzyiedomponent

Lmo2665 5.53 7.51 similar to PTS system galactitol-specific enzyn@ ¢omponent

Lmo2666 5.62 6.61 similar to PTS system galactitol-speaficyme 11B component

Lmo2667 5.07 8.25 similar to PTS system galactitol-specific enzymfe dbmponent

177



Anhang

Genname ManPTS d0027  ManPTS d0027 Funktion
d2683-5/ EGD-e d2683-5 d2708/
EGD-e
Lmo2683 0.07 0.01 similar to cellobiose phosphotransfeeassyme 11B component
Lmo2684 0.08 0.02 similar to cellobiose phosphotransferase enzymedi@ponent
Lmo2685 0.57 n.a. similar to cellobiose phosphotransfeessayme I1A component
Lmo2695 0.64 1.04 similar to dihydroxyacetone kinase
Lmo2696 0.61 1.24 similar to hypothetical dihydroxyacetdirease
Lmo2708 303.96 n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific enzyite |
Lmo2733 n.a. n.a. similar to PTS system, fructose-spetlifiBC component
Lmo2762 n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 11B
Lmo2763 n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyi@e
Lmo2765 n.a. n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 1A
Lmo2772 26.54 11.08 similar to beta-glucoside-specific eneyIABC
Lmo2780 n.a. n.a. similar to cellobiose PTS enzyme IIA
Lmo2782 n.a. n.a. similar to PTS, cellobiose-specific ||Brpmnent
Lmo2783 n.a. n.a. similar to cellobiose phosphotransferase systerjraazlC
Lmo2787 n.a. n.a. beta-glucoside-specific phosphotrandezagyme Il ABC
component
Lmo2797 n.a. n.a. similar to phosphotransferase system manipaeific enzyme |l
Lmo2799 n.a. n.a. similar to phosphotransferase system itaduspecific enzyme Il
Lmo2850 n.a. n.a. similar to sugar transport proteins

Tabelle 22Vergleichende Transkriptomanalyse der Gene couliefigr prfA, die PrfA-abhangigen Virulenzgene
und einiger PTS-Gene In monocytogeneSGD-eA 2683-5 im Vergleich zum Wildtyp EGD-e nach Wachstu
in MM mit 5 mM Cellobiose, n.a. steht fiir unter d@adingungen nicht detektierbare Gene.

Genname d2683-5/ Funktion

EGD-e
Lmo0200 2.12 prfA - listeriolysin positive regulatory protein
Lmo0201 1.94 plcA - phosphatidylinositol-specific phosplpalse c
Lmo0202 1.74 hly - listeriolysin O precursor
Lmo0203 1.66 mpl - Zinc metalloproteinase precursor
Lmo0204 1.82 actA - actin-assembly inducing protein precursor
Lmo0205 2.38 plcB - phospholipase C
Lmo0433 1.03 inlA - InternalinA
Lmo0434 1.73 inIB - InternalinB
Lmo0838 4.17 uhpT - highly similar to hexose phosphate transpmtein
Lmo1786 1.37 inIC - Internalin C
Lmo0021 1.15 similar to PTS system, fructose-specific I@xgponent
Lmo0022 n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIB compune
Lmo0023 n.a. similar to PTS system, fructose-specific lIhponent
Lmo0024 n.a. similar to PTS system, mannose-specific [ID commbne
Lmo0027 61.40 similar to PTS system, beta-glucosides sipesizyme 11ABC
Lmo0034 n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific IIC comgat
Lmo0096 5.14 similar to PTS system mannose-specific, fatiB
Lmo0097 5.87 similar to PTS system mannose-specific, factor 1IC
Lmo0098 7.23 similar to PTS system mannose-specific, fatibr
Lmo0169 0.92 similar to a glucose uptake protein
Lmo0176 0.85 similar to a glucose uptake protein
Lmo0258 0.94 rpoB - RNA polymerase (beta subunit)
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Anhang

Genname d2683-5/ Funktion
EGD-e
Lmo0298 n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyifiecomponent
Lmo0299 n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyme lIBnponent
Lmo0301 n.a. similar to PTS beta-glucoside-specific enzyidecomponent
Lmo0344 1.29 similar to dehydrogenase/reductase
Lmo0347 n.a. similar to dihydroxyacetone kinase
Lmo0348 n.a. similar to dihydroxyacetone kinase
Lmo0357 n.a. similar to PTS system, enzyme IIA component
Lmo0358 n.a. similar to PTS system, enzyme [IBC component
Lmo0373 n.a. similar to PTS betaglucoside-specific enzytl@ecbmponent
Lmo0374 n.a. similar to PTS betaglucoside-specific enzyme 11B ponent
Lmo0398 1.04 similar to phosphotransferase system enzyfe I
Lmo0399 n.a. similar to fructose-specific phosphotransferase/erez!|B
Lmo0400 n.a. similar to fructose-specific phosphotransterszyme 11C
Lmo0424 n.a. similar to Staphylococcus xylosus glucose uptalkdeim
Lmo0426 1.80 similar to PTS fructose-specific enzyme Il Argmnent
Lmo0427 1.89 similar to PTS fructose-specific enzyme |1B compdnen
Lmo0428 1.86 similar to PTS fructose-specific enzyme 1IC poment
Lmo0503 n.a. similar to PTS fructose-specific enzyme I[IA compoine
Lmo0507 n.a. similar to PTS system, Galactitol-specific d@mponent
Lmo0508 n.a. similar to PTS system, Galactitol-specific 1IC compat
Lmo0542 n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbitol-sffiectnzyme IIA component
Lmo0543 0.61 similar to PTS system, glucitol/sorbitol-specifitzgme 1I1BC component
Lmo0544 n.a. similar to PTS system, glucitol/sorbitol-sfieatnzyme [ICIl component
Lmo0631 n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIA compoh
Lmo0632 n.a. similar to PTS system, fructose-specific lIBnpmnent
Lmo0633 n.a. similar to PTS system, fructose-specific IIC compane
Lmo0738 n.a. similar to phosphotransferase system (PT®)djatoside-specific enzyme [IABC component
Lmo0781 1.53 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS) component IID
Lmo0782 1.73 similar to mannose-specific phosphotransfesgseem (PTS) component IIC
Lmo0783 0.99 similar to mannose-specific phosphotransferasesy$PTS) component II1B
Lmo0784 0.83 similar to mannose-specific phosphotransfesgstem (PTS) component IIA
Lmo0859 0.95 similar to putative sugar ABC transporter, periplassugar-binding protein
Lmo0874 n.a. similar to PTS system enzyme IIA component
Lmo0875 n.a. similar to PTS system, beta-glucoside enzyme |IBmament
Lmo0876 n.a. similar to PTS system, Lichenan-specific ereyi@ component
Lmo0901 n.a. similar to PTS system, cellobiose-specific IIC comgat
Lmo0914 0.83 similar to PTS system, IIB component
Lmo0915 n.a. similar to phosphotransferase system enzyme |IC
Lmo0916 n.a. similar to phosphotransferase system enzyfe I
Lmo1003 1.41 phosphotransferase system enzyme |
Lmo1017 1.06 similar to phosphotransferase system glucpseHic enzyme I1A
Lmo1034 n.a. similar to glycerol kinase
Lmo1035 n.a. similar to phosphotransferase system (PT®)diatoside-specific enzyme [IABC
Lmo1095 1.20 similar to PTS system, cellobiose-specific IIB comemot (cel A)
Lmol167 n.a. glpF - similar to glycerol uptake facilitammotein
Lmo1255 n.a. similar to PTS system trehalose specific enzyme IIBC
Lmo1293 1.36 glpD - similar to glycerol 3 phosphate dehygnoase
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Genname d2683-5/ Funktion
EGD-e
Lmo1538 1.84 similar to glycerol kinase
Lmo1539 155 similar to glycerol uptake facilitator
Lmol1719 0.22 similar to phosphotransferase system (PTS) lichepagific enzyme IIA component
Lmo1720 0.13 similar to phosphotransferase system (PTBgtian-specific enzyme [IB component
Lmo1737 1.18 similar to glycerol dehydrogenase
Lmo1971 n.a. similar to pentitol PTS system enzyme |l C congnt
Lmo1972 n.a. similar to pentitol PTS system enzyme |l B component
Lmo1973 n.a. similar to PTS system enzyme Il A component
Lmo1997 n.a. similar to PTS mannose-specific enzyme IIA compaonen
Lmo2000 1.93 similar to PTS mannose-specific enzyme IID ponent
Lmo2001 1.57 similar to PTS mannose-specific enzyme IIC component
Lmo2002 1.27 similar to PTS mannose-specific enzyme |IB congmt
Lmo2096 0.94 similar to PTS system galactitol-specific enzyn@ ¢omponent
Lmo2097 n.a. similar to PTS system galactitol-specific eneylIB component
Lmo2098 n.a. similar to PTS system galactitol-specific enzymfe ¢dbmponent
Lmo2135 n.a. similar to PTS system, fructose-specific ereyi@ component
Lmo2136 n.a. similar to PTS system, fructose-specific enzymeddBiponent
Lmo2137 n.a. similar to PTS system, fructose-specific ereyiA component
Lmo2259 1.34 similar to phosphotransferase system (PTS) beteaglde-specific enzyme IIA
Lmo2335 1.62 fruA - highly similar to phosphotransferassteyn (PTS) fructose-specific enzyme II1ABC
component
Lmo2373 1.98 similar to phosphotransferase system (PTS) betesgide-specific enzyme 11B component
Lmo2649 n.a. similar to hypothetical PTS enzyme IIC companen
Lmo2650 n.a. similar to hypothetical PTS enzyme IIB component
Lmo2651 n.a. similar to mannitol-specific PTS enzyme |l Avgmonent
Lmo2665 3.07 similar to PTS system galactitol-specific enzyn@ ¢omponent
Lmo2666 2.37 similar to PTS system galactitol-specific eneylIB component
Lmo2667 1.99 similar to PTS system galactitol-specific enzymfe ¢dbmponent
Lmo2683 0.00 similar to cellobiose phosphotransferase eezyBicomponent
Lmo2684 0.00 similar to cellobiose phosphotransferase enzymedi@ponent
Lmo2685 0.01 similar to cellobiose phosphotransferase eezijyfcomponent
Lmo2695 1.06 similar to dihydroxyacetone kinase
Lmo2696 1.15 similar to hypothetical dihydroxyacetone kimas
Lmo2708 2.04 similar to PTS system, cellobiose-specific enzyife |
Lmo2733 0.96 similar to PTS system, fructose-specific [|AB&nponent
Lmo2762 n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 11B
Lmo2763 n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme 1IC
Lmo2765 n.a. similar to PTS cellobiose-specific enzyme I1A
Lmo2772 n.a. similar to beta-glucoside-specific enzyme I1ABC
Lmo2780 n.a. similar to cellobiose PTS enzyme IIA
Lmo2782 n.a. similar to PTS, cellobiose-specific 1B compone
Lmo2783 n.a. similar to cellobiose phosphotransferase systermrea|C
Lmo2787 n.a. beta-glucoside-specific phosphotransferasgnemil ABC component
Lmo2797 n.a. similar to phosphotransferase system mannitol-fipegizyme II1A
Lmo2799 n.a. similar to phosphotransferase system mansyetific enzyme 11IBC
Lmo2850 n.a. similar to sugar transport proteins
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F.2 Abkiirzungen

a anti (fir Antikorper)

A Adenosin

Abb. Abbildung

ActA/actA Aktin-bindender Faktor A/-Gen
AK Antikorper

Amp Ampicillin

Amp® Ampicillinresistenz

APS Ammoniumperoxodisulfat
AS Aminosaure

ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

B. Bacillus

BHI Brain Heart Infusion

bp Basenpaare

BPB Bromphenolblau

BSA Bovine Serum Albumine (Rinderserumalbumin)
bzw. beziehungsweise

C Cytosin

°C Grad Celsius

ca. circa

cDNA komplementare DNA

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

deion. deionisiert

dest. destilliert

d.h. das heil3t

DMFA Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
DNase Desoxyribonuklease
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphat
ds doppelstrangig

DTT Dithiothreitol

E. Escherichia

EDTA Ethylendiamintetraacetat
Em Erythromycin

Enf Erythromycinresistenz

et al. und andere

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

evtl. eventuell

F-Aktin filamentdses Aktin

FCS fotales Kélberserum

g Gramm

G Guanosin

G-Aktin globulares Aktin

h Stunde

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsaur
i.d.R. in der Regel

I-inl/i-inl Internalin/-Gen vorb.. ivanovii
InlA/inlA Internalin A/-Gen

IPTG IsopropylB-D-Thiogalaktosid
kb Kilobase

kDa Kilodalton

KE Klett-Einheiten

Km Kanamycin

Km® Kanamycinresistenz

kv Kilovolt

I Liter
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L.

LB
LIPI-1
LLO/hly
log.
LRRs
Lsg.
Lzz

S

m

M
MCS
MM
min.
MOl
Mpl/mpl
MRNA
MW

n
OD...
ORF

p
p60iap
PBS
PC-PLCpIcB
PCR
PI-PLChIcA
PNK
PrfA/prfA
RNA
RNase
rpm

RT

sek

SDS

S.0.
SODkod
sog.

Ss

Sv

T

Tab.
TAE
TBE

T

Tris

U

u.a.

UN

UNK

uv

vgl.

Vol.

viv

wiv
WT
X-Gal
z.B.
z2.T.
ZZ

Listeria
Luria-Bertani
Listeria Pathogenitatsinsel 1 (Virulenzgencluster)
Listeriolysin O/-Gen

logarithmisch

Leucin-reiche Repeats

LOsung
Lebendzellzahl

mikro (10°)

milli (10°%)
Molar

Multiple Cloning Site
Minimal-Medium

Minute
Multiplizitéat der Infektion
Metalloprotease/-Gen

Messenger RNA
Molekulargewicht

nano (10)

optische Dichte bei ... nm

Open Reading Frame

pico (10"
60 kDa-Protein/-Gen
Phosphat-gepufferte Saline
Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase Qi-Ge
Polymerase Chain Reaction
Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipas&€n
Polynukleotidkinase

Positiver Regulationsfaktor A/-Gen
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur; Reverse Transkription
Sekunde

Natriumdodecylsulfat

siehe oben
Superoxid-Dismutase/-Gen
sogenannt

einzelstrangig

Serovar
Thymidin

Tabelle
Tris-Acetat-EDTA
Tris-Borsaure-EDTA
Schmelztemperatur

Tetramethyl Rhodamine Isocyanat
Unit (Einheit)

unter anderem

Uber Nacht
Ubernachtkultur
Ultraviolett

vergleiche
Volumen

"volume to volume"
Watt

"weight to volume"
Wildtyp
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-D-Galaktosid
zum Beispiel

zum Teil

Zellzahl
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