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1 Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Unter den sechs Arten der Gattung Listeria finden sich nur zwei pathogene Spezies. Wahrend
L. monocytogenes pathogen sowohl flir den Menschen als auch fiir verschiedene Tierarten ist,
verursacht L. ivanovii nur bei Tieren die sog. Listeriose. Beide pathogenen Arten besitzen ein
Virulenzgencluster, das auch als Pathogenitétsinsel LIPI-1 bezeichnet wird (146, 148, 261).
Pathogenititsinseln (PAls) sind in gram-negativen Bakterien weit verbreitet, wohingegen sie
bisher bei gram-positiven Pathogenen selten beschrieben wurden. Sie zeichnen sich durch
eine Reihe von charakteristischen Eigenschaften aus, so besitzen diese oft grolen Regionen
neben (meist mehreren) Virulenzgenen hdufig Mobilititsgene (IS-Elemente, Integrasen,
Transposasen) und werden von charakteristischen Sequenzen (Direct Repeats, tRNA-Gene)
flankiert. Zudem sind diese Bereiche hiufig instabil und es kann zu einem Verlust durch
Deletion kommen (110, 111).

In L. ivanovii wurde nun ein weiterer Virulenz-assoziierter, instabiler Chromosomenabschnitt
entdeckt, der in einem Teilbereich Eigenschaften einer Pathogenititsinsel besitzt. Ausgehend
von einem spontanen, aber reproduzierbaren Deletionsereignis eines grolen Genomabschnitts
von 17,5 kb, der einige schon bekannte Virulenz-assoziierte Gene umfasst (i-inlE, i-inlF,
smcL, [60, 69, 96]), wurden in Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern an der
"Universidad Complutense de Madrid", insbesondere mit G. Dominguez-Bernal (60) die
komplette deletierte Region sowie flankierende Genombereiche genauer analysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten rechts von dem bereits charakterisierten Gen smcL dreizehn
neue Open Reading Frames (ORFs) bzw. Gene von L. ivanovii identifiziert werden, die
grofBtenteils in der Deletionsmutante L. ivanovii GD-3 deletiert waren. Zu diesen Genen
zdhlen ydel, das fiir ein zu B. subtilis homologes Protein unbekannter Funktion codiert. Als
weiteres Protein konnte eine RNA-Helicase (Gen rnaH), die am Abbau von mRNA beteiligt
ist, identifiziert werden, sowie eine Effluxpumpe, die moglicherweise Antibiotikum-Resistenz
vermittelt (Gen norAd). Fiir die meisten Open Reading Frames konnten Homologien zu ORFs
in den Genomsequenzen von L. monocytogenes und der apathogenen Art L. innocua gefunden
werden. Eigene experimentelle Analysen zeigten zudem, dass diese ORFs in dhnlicher
Anordnung auch in den apathogenen Arten L. seeligeri und L. welshimeri vorhanden sind,
was wahrscheinlich macht, dass sie nicht an der Virulenz von Listerien beteiligt sind.

G. Dominguez-Bernal (Madrid) fand im links von smcL liegenden Bereich acht neue
Internalingene, die alle spezifisch fiir L. ivanovii sind, aber hohe Ahnlichkeit zu bekannten
Genen fiir kleine Internaline (i-inlFE) bzw., erstmals fiir L. ivanovii beschrieben, grofen,
Zellwand-verankerten Internalinen aufweisen. Fiir die Gene i-inlE, i-inlF und smclL ist bereits
bekannt, dass diese Virulenz-assoziiert sind (60, 69, 96).

Dies fiihrte zur Definition einer neuen, LIPI-2 genannten Pathogenititsinsel in L. ivanovii, die
auBler smcL und i-inl/FE auch alle neu gefundenen Internalingene umfasst. Fiir die PAI-Natur
von LIPI-2 spricht u.a., dass sie von einem tRNA-Gen flankiert wird und einen abweichenden
G+C-Gehalt aufweist.
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In Zusammenarbeit mit P. Herrmann durchgefiihrte PCR-Kartierungen zeigten, dass LIPI-2
trotz seines sehr repetitiven Aufbaus in L. ivanovii-Isolaten unterschiedlicher Herkunft in
identischer oder sehr dhnlicher Struktur vorhanden ist (114).

In dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchungen der LIPI-2 flankierenden Bereiche zeigten,
dass diese in L. monocytogenes und auch den apathogenen Arten L. innocua, L. seeligeri und
L. welshimeri bemerkenswert konserviert sind. Benachbart zu dem konservierten Gen ysnB
fanden sich sowohl in L. innocua als auch in L. welshimeri Gene mit Ahnlichkeit zu Genen
fiir groBe Internaline, was nahe legt, dass diese wihrend der Evolution der Gattung aus einer
Vorléduferart als Rekombinationsort fiir LIPI-2 gedient haben konnten.

Durch Transkriptionsuntersuchungen mittels RT-PCR wurde die Expression der neu
identifizierten Gene analysiert. Hierbei wurden verschiedene Kulturbedingungen ("MEM-
Shift", Wachstumstemperatur) untersucht sowie die Transkription nach Infektion mehrerer
Zelllinien (MDBK, J774, TIB-73) analysiert.

Fiir die Internalingene konnte gezeigt werden, dass diese Gene nicht nur monocistronisch
transkribiert werden, sondern dass auch polycistronische mRNA nachweisbar ist. Bei der
Sequenzanalyse wurde fiir alle Internalingene, bis auf i-inl/B, eine PrfA-Box identifiziert (60)
und es bestétigte sich in dieser Arbeit, dass die meisten der Internalingene PrfA-abhéngig
exprimiert werden. Allerdings wiesen die einzelnen Gene kein einheitliches
Transkriptionsprofil unter verschiedenen in vitro-Bedingungen auf. Eine Analyse der
Genexpression nach Infektion verschiedener Zelllinien zeigte schlieBlich, dass die
Internalingene wéhrend einer Infektion — teilweise sogar stark — und differentiell transkribiert
werden und folglich moglicherweise am Infektionsgeschehen beteiligt sind.

Das Expressionsmuster der zu LIPI-2 benachbarten Open Reading Frames bestitigte, dass
diese Gene PrfA-unabhingig und unter verschiedenen Bedingungen konstitutiv exprimiert
werden. Auch wihrend einer Infektion war die Transkription dieser ORFs nur teilweise und
schwach nachweisbar. Das Expressionsmuster dieser Gene ldsst den Schluss zu, dass sie
vermutlich an Stoffwechselvorgéngen beteiligt sind und nicht zur Virulenz von L. ivanovii
beitragen. Das bei verschiedenen in vitro-Bedingungen und auch in verschiedenen Zelllinien
unterschiedliche Transkriptionsmuster zeigte, dass auBBer PrfA noch weitere Faktoren an der
Regulation beteiligt sein miissen.

Die Untersuchung der Virulenzclustergene in LIPI-1 schlieBlich zeigte eine deutliche PrfA-
Abhingigkeit der Genexpression. Es konnte bestétigt werden, dass deren Transkription unter
PrfA-induzierenden Bedingungen wie "MEM-Shift" oder Wachstum bei 37°C verstirkt wird.
Zudem fand sich auch nach Infektion eine deutliche Expression dieser Gene.
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Summary

Among the six species of Listeria only two are pathogenic. Whereas L. monocytogenes 1is
pathogenic for men and different species of animals, L. ivanovii only causes Listeriosis in
animals. Both pathogenic species possess a virulence gene cluster, which is also designated as
pathogenicity island LIPI-1 (146, 148, 261).

Pathogenicity islands (PAls) are widespread among gram-negative bacteria, but so far have
rarely been described for gram-positive pathogens. They display a series of characteristic
features, e.g. these often large regions frequently possess, in addition to (mostly several)
virulence genes, mobility genes (IS elements, integrases, transposases) and are flanked by
sequences like direct repeats and tRNA genes. Besides these areas are often unstable and
deletions may occur which result in a loss of the pathogenicity island (110, 111).

In L. ivanovii, an additional virulence-associated unstable part of the chromosome has
recently been discovered, parts of which have some characteristics of a pathogenicity island.
Starting from a spontaneous but reproducible deletion event of a big part of the genome
(around 17,5 kb) which carries some known virulence associated genes (i-inlE, i-inlF’, smcL,
[60, 69, 96]), the complete deleted area plus flanking regions were analysed in co-operation
with G. Dominguez-Bernal (60) from the "Universidad Complutense de Madrid”.

Within this work 13 new open reading frames (ORFs) resp. genes on the right side of the
smcL gene could be identified in L. ivanovii. Most of them were deleted in the deletion mutant
L ivanovii GD-3. One of them is ydel, which codes for a protein homologue to B. subtilis
Ydel of unknown function. Additional proteins are a RNA helicase (gene rnaH), which takes
part in the degradation of mRNA, and an efflux pump, which possibly mediates antibiotic
resistance (gene norAd). Most of the open reading frames show homologies to ORFs also
found in the genome sequences of L. monocytogenes and the apathogenic species L. innocua.
Own experimental analyses showed, that the genes identified in this work are also present in
the apathogenic species L. seeligeri and L. welshimeri. From this it can be concluded that they
presumably are not involved in L. ivanovii virulence.

G. Dominguez-Bernal (Madrid) discovered eight new internalin genes on the left side of the
smcL gene. All these genes are specific for L. ivanovii but exhibit high similarity to known
genes for small internalins (i-in/FE) or, for the first time described in L. ivanovii, to large, cell
wall-anchored internalins, respectively. For i-in/E, i-inlF and smcL it has already been shown
that they are virulence associated (60, 69, 96).

This lead to the definition of a new pathogenicity island (LIPI-2) in L. ivanovii, which, in
addition to smcL and i-inlFE, comprises all newly found internalin genes. The definition of
LIPI-2 as a PAI is supported by the presence of a flanking tRNA gene and it differing G+C
content.



1 Zusammenfassung 4

In co-operation with P. Herrmann it could be shown by PCR mapping that, despite its highly
repetitive composition, LIPI-2 is present with an identical or very similar structure in L.
ivanovii isolates of different origin.

Study of the regions flanking LIPI-2 showed that these are considerably conserved in L.
monocytogenes as well as in the apathogenic species L. innocua, L. seeligeri and L.
welshimeri. Next to the conserved ysnB gene, genes with similarity to genes for large
internalins could be identified in L. innocua and in L. welshimeri. This suggests that such
genes could have served as recombination hotspots for LIPI-2 in an ancestral Listeria species.

By means of RT-PCR the expression of the new identified genes was analysed. For this,
different culture conditions ("MEM-Shift", growth temperature) and transcription after
infection of several cell lines (MDBK, J774, TIB-73) were examined.

For the internalin genes it could be shown, that these genes are not only transcribed
monocistronically but also polycistronic mRNA could be detected. By sequence analysis, a
PrfA-box has been identified in front of all internalin genes, except i-in/B (60). This work
confirmed, that the expression of most internalin genes is PrfA-dependent. However, the
transcription pattern was not uniform under the different in vitro conditions. Finally, the
analysis of gene expression after infection of several cell lines showed, that the internalin
genes are transcribed (a part of them strongly) differentially during infection. From this it can
be concluded that they have a role in the infection process.

The expression pattern of the open reading frames flanking LIPI-2 confirmed, that these genes
are transcribed PrfA independently and constitutively in vitro. During infection only a weak
transcription of these ORFs could be shown and for a part of these genes no mRNA could be
detected. This suggests that they do not contribute to virulence of L. ivanovii.

Examination of the virulence cluster genes finally showed, that there is a strong PrfA
dependency in gene expression. It could be confirmed, that the transcription of these genes is
increased under PrfA inducing conditions like "MEM-Shift" or growth at 37°C. In addition,
after infection also a strong expression could be detected.
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2 Einleitung

2.1 Allgemeine Mikrobiologie der Listerien

Listerien sind Gram-positive, nicht sporulierende, bewegliche, Katalase-positive Bakterien
mit fakultativ anaerober Lebensweise. Die in der Natur ubiquitir vorkommenden kurzen
Stdbchen (0,4 x 1-1,5 pm) kénnen nicht nur aus Pflanzenmaterial, Wasser, Abwasser und
Bodenproben isoliert werden, sondern sind auch in zahlreichen Nahrungsmitteln, sowie im
Gastrointestinaltrakt des Menschen, verschiedener Séugetiere (Schaf, Ziege) und Vogel zu
finden. Etwa 10 % der Bevolkerung tragen Listeria monocytogenes als Bestandteil ihrer
Darmflora, ohne dass dies zu einer Beeintrachtigung ihrer Gesundheit fiihrt (99). Als
natiirliches Habitat wird jedoch verfaulendes Pflanzenmaterial angesehen, wo Listeria spp.
saprophytisch lebt (70, 126, 241, 260). Die Bakterien sind peritrich begei3elt und zeichnen
sich durch charakteristische Taumelbewegung bei Wachstum im Temperaturbereich von 20 -
25°C aus. Bei optimalen Wachstumstemperaturen von 30 - 37°C ldsst sich allerdings keine
Bewegung mehr feststellen und die Flagellinproduktion ist stark reduziert (204, 236, 241).

Derzeit umfasst die Gattung Listeria sechs Arten: Listeria monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua, L. welshimeri und L. grayi. Die frither eigenstindige Art L. murrayi
wurde als Subspezies von L. grayi neu eingeordnet (125). Die Gattung Listeria ist eng
verwandt mit den Gattungen Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus und
Staphylococcus (40, 230, 241) und ldsst sich durch ihre unterschiedlichen biochemischen
(Fermentation verschiedener Zucker, Séurebildung) und hamolytischen Eigenschaften
klassifizieren. Inzwischen wurden auch DNA-basierte Klassifizierungsmethoden entwickelt
(siehe unten).

Listerien tolerieren einen weiten Temperaturbereich und konnen bei -0,4 - 50°C (129, 263)
wachsen, ihr Temperaturoptimum liegt bei 30 - 37°C. Zudem vermehren sie sich noch bei
Salzkonzentrationen von 10 % NaCl und pH-Werten im Bereich von pH 5,5 - 9,6. Die
Bakterien konnen selbst NaCl-Konzentrationen bis zu 20 % und lidngere Perioden des
Trocknens und Gefrierens mit anschlieBendem Auftauen {liberleben (99, 124, 239, 241).
Aufgrund ihrer Fiahigkeit, konventionelle Methoden der Nahrungsmittelkonservierung
tiberleben zu konnen, stellen Listerien eine nicht zu unterschidtzende Gefahr als potentiell
pathogene Nahrungsmittelkeime dar.

Listerien lassen sich durch die sog. Kélteanreicherungstechnik isolieren, da sie sich auch noch
bei niedrigen Temperaturen vermehren. Auflerdem konnen sie durch Selektivmedien wie
PALCAM, Oxford- oder LPM-Agar angereichert zu werden (70, 99, 144). Ein schnellerer und
wesentlich zuverldssigerer Nachweis erfolgt iiber 16S rRNA-Analyse, DNA/DNA-
Hybridisierung mit Listerien-spezifischen Gensonden, Antikorperdetektion oder DNA-
Amplifikation mittels PCR (26, 28, 144, 236).
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2.2 Pathogenese

Von den sechs bekannten Arten sind nur L. monocytogenes und L. ivanovii pathogen, die
restlichen vier Arten sind harmlose Umweltkeime. Die durch L. monocytogenes und L.
ivanovii verursachte Infektionskrankheit wird als Listeriose bezeichnet und kann neben dem
Menschen eine Vielzahl anderer Vertebraten einschlieBlich Vogel und Sauger betreften.

1926 beschrieben Murray et al. (189) erstmals eine Listeriose in Labortieren. Aufgrund der
charakteristischen Vermehrung von Monozyten im Blut der infizierten Kaninchen und
Meerschweinchen wurde der die Krankheit auslosende Organismus Bacterium
monocytogenes genannt und erhielt 1940 zu Ehren von Lister seinen heutigen Namen (126,
207). Listeria monocytogenes ist jedoch nicht nur tierpathogen, sondern verursacht als einzige
Art auch die humane Listeriose, deren erste Fille 1929 in Didnemark beschrieben wurden
(199).

Im Gegensatz dazu handelt es sich bei L. ivanovii um einen tierpathogenen Keim, der bei
Saugetieren (v.a. Schafen) ebenso wie L. monocytogenes Fehlgeburten, neonatale Sepsis und
die sog. "circling disease" (Meningoencephalitis) verursacht (122, 241). Hierbei kénnen auch
gesunde Tiere als Ubertriiger auftreten (85). Nur in einzelnen Fillen wurden L. ivanovii und L.
seeligeri aus an Listeriose erkrankten Patienten isoliert (47, 226).

Obwohl Listerien in der Natur weit verbreitet sind, ist die humane Listeriose eine seltene
Erkrankung mit sporadischem Auftreten bei gesunden Menschen. Sie ist jedoch von einer
hohen Mortalitétsrate gekennzeichnet, die trotz frithzeitiger Antibiotikumbehandlung ca. 30 %
betrdgt (v.a. bei Meningitiden). Somit ist die Listeriose unter den bekannten bakteriellen
Infektionskrankheiten eine der todlichsten Erkrankungen (85, 99, 236, 260). In den letzten 20
Jahren konnte ein betrdchtlicher Anstieg der Listeriosefélle in den Industriestaaten, v.a. in
Europa beobachtet werden. Von den 13 verschiedenen L. monocytogenes-Serotypen
verursachen 1/2a, 1/2b und 4b mehr als 90 % aller Listeriosefdlle beim Menschen (und Tier)
und zeigten sich zudem virulenter als andere Serotypen (70, 85, 124, 179, 236).

Das klinische Bild reicht bei infizierten Erwachsenen von einer mild verlaufenden,
grippedhnlichen Krankheit, Gastroenteritis bis hin zu Meningitis, Meningoencephalitis und
Sepsis (49, 99, 233, 236). In 55 - 70 % der Fille ist das zentrale Nervensystem (ZNS)
betroffen und es kommt zu schweren Bewusstseins- und Bewegungsstorungen, sowie in
manchen Féllen zu einer Lihmung der Gesichtsnerven. Bei Schwangeren zeigt sich meist eine
leichte, grippedhnliche Erkrankung mit Symptomen wie Schiittelfrost, Miidigkeit, Kopf- und
Gliederschmerzen. Durch intrauterine Infektion des Foten kann es aber zu spontanen Fehl-
und Totgeburten oder der Geburt eines erkrankten Kindes (neonatale Listeriose) kommen,
wobei die Mortalitatsrate zwischen 25 und 50% liegt (70, 85, 174).

Als Hauptiibertragungsweg gelten kontaminierte Lebensmittel wie Milchprodukte (v.a. Kise),
Gefliigel, Fleisch, Fisch, aber auch Obst und Gemiise, sowie industriell hergestellte, gekiihlte
Fertigprodukte, die ohne vorheriges Kochen oder Erhitzen verzehrt werden. L. monocytogenes
ist aber auch im Kot von gesunden Erwachsenen (und Tieren) nachweisbar, weshalb der
Gastrointestinaltrakt ein weiteres Reservoir fiir den pathogenen Keim darstellt (70, 85, 236,
260).
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Nur in vereinzelten Féllen tritt die Listeriose bei gesunden Erwachsenen auf. Zu den
Risikogruppen zdhlen Schwangere, Neugeborene, édltere Menschen und immungeschwéchte
Personen. Durch den erfolgreichen Einsatz von Immunsuppressiva bei Krebsbehandlungen,
Organtransplantationen und gehéuft auftretende AIDS-Infektionen kommt es in letzter Zeit zu
einer VergroBerung der immungeschwichten Bevdlkerung mit einem erhohten
Listerioserisiko (85, 196, 236). Der Gesundheitszustand der infizierten Person entscheidet
dabei iiber den Verlauf und Ausgang der Listeriose. So iiberleben Patienten mit intaktem
Immunsystem meist eine Infektion mit L. monocytogenes, wihrend immungeschwéchte
Personen aus den oben erwdhnten Risikogruppen oft an Listeriose sterben (durchschnittliche
Mortalitétsrate > 30 — 40 %, [260]).

Die Behandlung der Listeriose erfolgt durch Antibiotikagabe (Ampicillin oder Penicillin G,
evtl. kombiniert mit einem Aminoglykosidantibiotikum) (118, 236, 242). Praktisch
einsetzbare Impfstoffe fiir den Menschen sind bisher noch nicht verfiigbar und auch die
Diagnostik der Listerien ist teilweise problematisch, da diese Bakterien einige physiologische
Besonderheiten besitzen (144).

kontaminierte Nahrung
IMMUNANTWORT f

A

subklinische
pyogranulomatise
Hepatitis

Erde
Sepsis «——— Bacteridmie

/

Plazentitis
fiebrige
Gastroenteritis

Abort Verbreitung Uber Fazes
Neonatale Sepsis

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Verlaufs einer Infektion mit Listeria
(modifiziert nach Vazquez-Boland et al. [260], Beschreibung siche Text)

Bei Mensch und Tier verlduft die Infektionsroute normalerweise tiiber den
Gastrointestinaltrakt (Abb. 2.1). Da kontaminierte Lebens- bzw. Futtermittel die
Hauptursache fiir eine Infektion mit L. monocytogenes (bzw. L. ivanovii) darstellen (70), geht
man davon aus, dass die Bakterien oral aufgenommen werden. Nach Uberwinden des
widrigen Milieus im Magen gelangen die Listerien schlieBlich in den Darm. Dort dringen sie
vermutlich in verschiedene Darmzelltypen wie die M-Zellen der Peyerschen Platten und
Darmepithelzellen ein (123, 132, 175, 214) und konnen auf noch nicht geklarte Weise eine
Gastroenteritis auslosen. AnschlieBend iiberschreiten die pathogenen Bakterien die
Darmbarriere und werden in der darunter liegenden Lamina propria von phagozytischen
Zellen aufgenommen. Uber die Lymphe und Blutbahn erfolgt eine Ausbreitung zu den
Mesenteriallymphknoten, Milz und Leber, wobei diese bevorzugte Orte einer Primérinfektion
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sind (213, 259). Bei intaktem Immunsystem kommt es schnell zu einem Abtdten der Listerien
durch Makrophagen in Milz und Leber. Vor allem die Kupfferschen Zellen der Leber
bewirken einen Riickgang der Bakterienzahl innerhalb der ersten sechs Stunden nach
Infektion und initiieren die Entwicklung einer antilisteriellen Immunantwort (100).

Bei immungeschwichten Personen jedoch konnen sich die pathogenen Bakterien ungehindert
in den Hepatozyten der Leber vermehren. Hier durchlduft L. monocytogenes den
vollstindigen intrazelluldren Infektionszyklus (Kap. 2.3) und gelangt schlieBlich iiber den
Blutkreislauf in eine Vielzahl von Organen. So kdnnen Plazenta oder die Blut-Hirn-Schranke
tiberwunden und die fiir eine Meningitis typischen Symptome ausgeldst werden (260).

Das Auftreten einer Listeriose ist von folgenden Faktoren abhingig: (i) der Dosis der mit der
Nahrung aufgenommenen Bakterien, (ii) den pathogenen FEigenschaften des Listeria-
Stammes, und (ii1) dem Zustand des Immunsystems des infizierten Wirts.

In Personen mit intaktem Immunsystem hat die Aufnahme geringer Dosen von L.
monocytogenes vermutlich keinen Effekt und es kommt nur zur Entwicklung einer
antilisteriellen Immunantwort. Die Aufnahme groer Mengen an Bakterien hingegen fiihrt
eventuell zu einer Gastroenteritis und Fieber.

Immungeschwichte Personen dagegen konnen selbst bei Aufnahme geringer Dosen keine
ausreichende Immunantwort gegen die Vermehrung von Listeria in der Leber entwickeln.
Somit kommt es zu einem Anstieg der Bakterienzahl in den Hepatozyten und ihrer
Freisetzung in die Blutbahn, was zu lokalen Infektionen der sekundéren Zielorgane (Gehirn
und Plazenta) oder Sepsis fithren kann (260).

2.3 Intrazellulirer Infektionszyklus und Virulenzfaktoren von
L. monocytogenes und L. ivanovii

Pathogene Listerien (L. monocytogenes und L. ivanovii) werden zur Gruppe der fakultativ
intrazelluldren Bakterien gerechnet. Wie etliche andere Vertreter dieser Gruppe (z.B.
Mycobacterium, Salmonella, Shigella, Legionella und Yersinia) konnen sie in eukaryotische
Wirtszellen eindringen, dort iiberleben, sich vermehren und iiber die Zellgrenzen hinweg
ausbreiten. Diese Lebensweise ist jedoch nicht obligat und die krankheitserregenden
Bakterien sind auch in der freien Natur anzutreffen (36, 41, 144).

Aufgrund ihrer leichten Kultivierbarkeit im Labor und der geringen Virulenz gegeniiber
gesunden Personen eignet sich die Gattung Listeria gut als Modellsystem fiir die
Untersuchung von Infektions- und Vermehrungsstrategien fakultativ intrazellularer Bakterien.
Zudem ermoglicht das Vorkommen von sowohl pathogenen als auch apathogenen Arten
innerhalb der Gattung vergleichende Untersuchungen.
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Listeria bevorzugt Makrophagen als Wirtszellen, kann aber seine eigene Phagozytose auch in
einer Reihe nicht-professionell phagozytischer Zellen induzieren. Hierzu zdhlen unter
anderem Epithelzellen (79, 186, 210), Fibroblasten (149, 252), Hepatozyten (62, 101, 269),
Endothelzellen (65, 104, 202) und verschiedene Typen von Nervenzellen einschlieBlich
Neuronen (64). Fiir in vivo-Untersuchungen konnen deshalb permanente Zelllinien wie
MDBK (Epithelzellen), TIB-73 (Hepatozyten) oder J774 (Makrophagen) eingesetzt werden.
Im Inneren all dieser Zellen — egal ob Makrophagen oder nicht-professionell phagozytische
Zellen — entwickelt Listeria einen intrazelluldren Infektionszyklus, der bei L. monocytogenes
bisher am detailliertesten untersucht und beschrieben worden ist (Abb. 2.2):
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Abb. 2.2: Infektionszyklus und daran beteiligte Virulenzfaktoren von L. monocytogenes und L. ivanovii
(modifiziert nach Tilney und Portnoy [257]; Kreft [145])
Neben den einzelnen Schritten des Infektionszyklus sind die daran beteiligten Virulenzfaktoren
dargestellt. Genauere Erlduterungen dazu finden sich im nachfolgenden Text.
1 Adhésion und Invasion in die Wirtszelle (Kap. 2.3.1)
2 Einschluss und Uberleben im Phagosom (Kap. 2.3.2)
3 Lyse des Phagosoms und Freisetzung der Listerien in das Zytoplasma (Kap. 2.3.2)
4 Vermehrung im Zytoplasma und Aktinpolymerisation (Kap. 2.3.3)
5 Ausbildung von Aktinschweifen, intra- und interzelluldre Ausbreitung der Bakterien (Kap. 2.3.3)
6 Einschluss und Uberleben im sekundiren Phagosom mit Doppelmembran
7 Zerstorung der Doppelmembran, Freisetzung in das Zytoplasma und Wiederholung des Zyklus
(Kap. 2.3.4)

Die Infektion von L. monocytogenes beginnt mit der Adhdsion an die eukaryotische
Wirtszelle gefolgt vom Eindringen in diese. Dabei kann L. monocytogenes sowohl in
phagozytierende Zellen wie Makrophagen, als auch in nicht-professionelle Phagozyten
aufgenommen werden. Es konnten verschiedene eukaryotische Zellrezeptoren nachgewiesen
werden, die der Wirtszellerkennung durch Listeria spp. dienen. Hierzu zdhlen verschiedene
Komplementrezeptoren (20), das Glykoprotein E-Cadherin (186), der Met-Rezeptor fiir den
Hepatozytenwachstumsfaktor (245) sowie Bestandteile der extrazelluldren Matrix wie z.B.
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Heparansulfat-Proteoglykane (4) und Fibronektin (90). Die bisher identifizierten listeriellen
Liganden sind allesamt Oberflichenproteine, die die Aufnahme in nicht-phagozytische Zellen
induzieren. Zu diesen Proteinen zdhlen die Internaline InlA und InlB, der Aktin-
polymerisierende Faktor ActA und das p60-Protein (Kap. 2.3.1).

Nach dem Eindringen in die Wirtszelle sind die Bakterien zundchst in einem Phagosom
eingeschlossen und miissen die antibakteriellen Abwehrmechanismen ("oxidativer burst",
Ansduerung) tiiberstehen (79). L. monocytogenes verhindert die Phagosomenreifung zum
Phagolysosom (5) und entkommt nach ca. 30 min. in das Zytoplasma der Wirtszelle (79).
Innerhalb von zwei Stunden liegen ca. 50 % der Bakterien frei im Zytoplasma vor (256) und
vermehren sich mit einer Verdopplungszeit von ca. einer Stunde (79, 210). Das Entkommen
aus dem Phagosom ist essentiell fiir das Uberleben und die Vermehrung von L.
monocytogenes in der Wirtszelle (92) und wird durch ein Hamolysin in Kombination mit
einer Phospholipase vermittelt (Kap. 2.3.2).

Im Zytoplasma werden die Bakterienzellen sofort von diffusem Wirtszellaktin umgeben, bis
es nach zwei Stunden zur Reorganisation der Aktinfilamente in einen kometenidhnlichen
Schweif von bis zu 40 pm Lénge an einem Zellpol kommt. Dieser Aktinschweif besteht aus
zwei Arten von quervernetzten Aktinfilamenten, zum einen relativ lange, ldngs angeordnete
Aktinbiindel, zum anderen kiirzere, zufillig angeordnete Filamente. Mit Hilfe dieses
Aktinschweifs werden die Listerien mit einer Durchschnittsgeschwindigkeit von ca. 0,3 um/s
durch das Zytoplasma bewegt. Ein an diesem Prozess beteiligtes listerielles
Oberfliachenprotein ist der Aktin-polymerisierende Faktor ActA (Kap. 2.3.3).

Die Bewegung ist jedoch nicht gerichtet, sondern erfolgt rein zuféllig. Gelangt das Bakterium
hierbei an die Zellperipherie, induziert es dort eine pseudopodienartige Ausstiilpung der
Wirtszellmembran, die von der Nachbarzelle erkannt und phagozytiert wird. L.
monocytogenes ist nun in der neu infizierten Zelle von einer Doppelmembran umgeben,
lysiert diese wieder und entkommt schnell (innerhalb von fiinf Minuten) in das Zytoplasma
der neuen Wirtszelle. Dort kann ein neuer intrazelluldirer Vermehrungs- und
Ausbreitungszyklus stattfinden, ohne dass die Listerien in Kontakt mit dem extrazelluldren
Milieu kommen. Auf diese Weise entkommen die pathogenen Bakterien durch die Zell-zu-
Zell-Ausbreitung den extrazelluliren Abwehrmechanismen des Wirts (48, 138, 225, 238, 242,
254, 256).

L. ivanovii infiziert in gleicher Weise wie L. monocytogenes kultivierte Epithelzellen (131).
Nach induzierter Aufnahme in die eukaryotische Wirtszelle erfolgt die Lyse des Phagosoms
durch das Zytolysin Ivanolysin (ILO), das eng verwandt zu Listeriolysin O (LLO) von L.
monocytogenes ist (142, 166, 258). AnschlieBend wird auch L. ivanovii im Zytoplasma von
einem Saum aus Aktinfilamenten umgeben und kann diese mit Hilfe des ActA-dhnlichen
Proteins i-ActA zu einem Schweif reorganisieren, mit dem es sich intra- und interzellulér
fortbewegt (98, 131, 145).



2 Finleitung 11

2.3.1 Eindringen in die Wirtszelle

Um in nicht-professionelle Phagozyten wie z.B. Epithelzellen eindringen zu konnen, bendtigt
L. monocytogenes verschiedene bakterielle Faktoren. Hierzu zéhlen die sog. Internaline sowie
die Proteine p60 und ActA. Auch in L. ivanovii findet man diese Proteine (i-ActA, p60) und
es konnte zudem eine Reihe von Internalinen identifiziert werden.

Internaline

An der Invasion von Listeria monocytogenes in nicht-professionell phagozytierende Zellen
wie Darmepithelzellen sind verschiedene Internaline beteiligt. Die Internaline zéhlen zur
Multigenfamilie der Leucin-reichen Repeat-Proteine und lassen sich in zwei Gruppen
einteilen, die kleinen, sekretierten Internaline und die groBen, oberflichenassoziierten
Internaline (Abb. 2.3).

Grofle Internaline wurden bisher nur bei L. monocytogenes identifiziert (siche aber Kap.
5.2.2) und besitzen einen charakteristischen Aufbau. Am N-Terminus findet sich ein
Signalpeptid auf das zwei Repeat-Regionen A und B folgen. Die Repeat-Region A enthilt
Leucin-reiche Repeats (LRR) und ist durch eine hoch konservierte Interrepeat-Region von der
Repeat-Region B getrennt. Die Leucin-reichen Repeats der Region A sind charakteristisch fiir
alle Internaline und sind vermutlich an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt. Am C-
terminalen Ende schlieBlich befindet sich ein Zellwandanker, der bei allen grof3en
Internalinen auBer InIB iiber ein LPXTG-Motiv kovalent mit dem bakteriellen Peptidoglykan
verkniipft ist. Diese Region besitzt strukturelle Homologien zu verschiedenen
Oberflachenproteinen Gram-positiver Kokken, die zur Gruppe der Adhésine gerechnet
werden (61, 80). InIB allerdings besitzt einen Zelloberflichenanker (Cell surface anchor, Csa)
und ist so mit Teichon- oder Lipoteichonsduren der bakteriellen Zellwand verbunden (17,
127).

Mittlerweile konnten in L. monocytogenes acht Vertreter der groflen Internaline (Abb. 2.3)
identifiziert und deren Funktion teilweise aufgekléart werden (63, 80, 215).

Die ersten beiden grof3en Internaline, die charakterisiert wurden, waren InlA und InIB. Diese
zwei Proteine werden vom in/4B-Operon codiert und wurden durch Transposon-induzierte
Mutanten identifiziert, die in ihrer Invasivitit vermindert waren. Sowohl fiir InlA als auch fiir
InIB konnte gezeigt werden, dass L. monocytogenes in vitro diese beiden Invasine bendtigt,
um erfolgreich in normalerweise nicht-phagozytische Zellen eindringen zu kénnen (59, 62,
80, 81, 82, 101, 104, 171).

Bei Internalin A (InlA), das vom inl4-Gen codiert wird, handelt es sich um ein 88 kDa
schweres Oberfldchenprotein, das den fiir die groBen Internaline charakteristischen Aufbau
aus einem N-terminalen Signalpeptid, einer Repeat-Region A aus Leucin-reichen Repeats,
einer Repeat-Region B und einem Zellwandanker mit LPXTG-Motiv besitzt. Hierbei ist die
N-terminale Region aus Leucin-reichen Repeats und die sich daran anschlieBende Interrepeat-
Region notwendig und ausreichend fiir die Invasion geeigneter Zellen (162, 186, 260). Fiir
InlA konnte gezeigt werden, das dieses Protein fiir das Eindringen in normalerweise nicht-
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phagozytische Epithelzellen bendtigt wird. So verloren inl4-negative Mutanten von L.
monocytogenes die Fahigkeit, Caco-2-Enterozyten zu penetrieren. Brachte man das in/4-Gen
in die nicht-invasive, apathogene Art L. innocua, so war diese ebenfalls zur Invasion in Caco-
2-Zellen befdhigt (80). Weitere Versuche ergaben, dass das sich im C-terminalen
Zellwandanker befindliche LPXTG-Motiv fiir die Anheftung von InlA an die bakterielle
Zellwand verantwortlich ist und das Enzym Sortase an diesem Prozess beteiligt ist (45, 71,
161, 192). E-Cadherin wurde als spezifischer eukaryotischer Rezeptor fiir das Protein InlA
identifiziert. Das Ca®"-abhingige Adhisionsmolekiil E-Cadherin ist ein Mitglied der
Cadherinfamilie, einer Gruppe von Glykoproteinen, und wird vor allem in epithelialen
Geweben wie Haut, Leber und Intestinaltrakt exprimiert. Die LRR-Region von InlA
interagiert wahrscheinlich mit der ersten extrazelluliren Domédne von E-Cadherin, was zur
Adhision von L. monocytogenes an die Wirtszelle fiihrt (163). Zudem konnte gezeigt werden,
dass ein Prolin-Rest an Position 16 von E-Cadherin essentiell fiir die Interaktion mit InlA ist
(163). Die Invasion aber wird durch die intrazytoplasmatische Domine von E-Cadherin
vermittelt und filhrt vermutlich zu Rearrangements des Aktinzytoskeletts iiber a- und B-
Catenine (164, 260).

Internalin B (InIB) besitzt ein Molekulargewicht von 65 kDa und zeigt grof3e strukturelle
Homologie zu InlA (62). Die fiir Internaline typische hydrophobe C-terminale Region
einschlieBlich LPXTG-Motiv fehlt allerdings. Dafiir findet man im C-Terminus von InIB
mehrere hintereinander angeordnete Repeats, die jeweils mit der Sequenz GW beginnen.
Diese Doméne ist auch als Zelloberflichenanker (Csa) bekannt und vermittelt die Anheftung
von InIB an die bakterielle Oberflache (17). Hierbei taucht InlB teilweise in die Zellwand ein
und interagiert mit der Zytoplasmamembran indem es Lipoteichonsduren als Ligand
verwendet (127). Untersuchungen in/B-negativer Mutanten haben gezeigt, dass InlB
notwendig fiir die Aufnahme von L. monocytogenes in kultivierte Hepatozyten ist (17, 62).
Zudem zeichnen sich diese Mutanten durch eine verringerte Virulenz aus und kdnnen auch in
einige Epithelzelllinien nicht mehr eindringen (171). Auch bei InIB ist die LRR-Region
ausreichend, um ein effizientes Eindringen in eukaryotische Wirtszellen zu vermitteln (19,
121). InlB fiihrt zu einer Aktivierung der Phosphatidylinositol (PI) 3-Kinase, die an der
Kontrolle des Aktinzytoskeletts beteiligt ist, und bewirkt dadurch eine effiziente Aufnahme in
epitheliale Zellen (120). Hierbei ist zudem die Met-Rezeptor Tyrosinkinase beteiligt, die als
Bindungspartner der PI-3-Kinase identifiziert wurde und eine wichtige Rolle in der durch
InIB vermittelten Invasion spielt (245).

Fiir beide Internaline InlA und InlB konnte nachgewiesen werden, dass sie an der Invasion
von L. monocytogenes in eukaryotische Wirtszellen beteiligt sind. Dabei scheinen sie
unterschiedliche Zellspezifititen zu besitzen. InlA vermittelt vermutlich das Eindringen in E-
Cadherin-exprimierende Zellen wie z.B. die humanen Caco-2-Darmzellen, wihrend InlB fiir
die Invasion in ein breiteres Spektrum von eukaryotischen Wirtszellen einschlielich
bestimmter Epithel- und Fibroblastenzelllinien, sowie Hepatozyten und Endothelzellen
verantwortlich ist (62, 63, 65, 102 103, 186, 188).
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Internalingene von L. monocytogenes und L. ivanovii

(modifiziert nach Dominguez-Bernal [60], Engelbrecht et al. [67, 68], Kreft et al. [146, 148],
Raffelsbauer et al. [215], Vazquez-Boland et al. [260])
Gezeigt ist die unterschiedliche Anordnung der grofen Internalingene am gleichen Genort in zwei
Isolaten von L. monocytogenes, die moglicherweise durch Rearrangements der in/-Gene entstanden sind
(inlH entstand vermutlich durch Rekombination des 5°-Endes von in/C2 und dem 3’-Ende von inlD [146,
215))

Weitere Vertreter der groflen, oberflaichengebundenen Internaline von L. monocytogenes sind
die Internaline C2, D, E, F, G und H. Die Gene dieser Internaline sind in drei weiteren Loci
lokalisiert. Man findet in zwei L. monocytogenes Serovaren 1/2a zwei voneinander
abweichende Loci, die mehrere in/-Gene (in/G/C2/D/E bzw. inlG/H/E) beinhalten und
vermutlich aus einem einzelnen Internalinlocus entstanden sind (63, 215). Zudem besitzt L.
monocytogenes ein weiteres, nicht geclustert vorkommendes Internalingen in/F.

All diese Internaline weisen die typischen Merkmale der groBen, oberflichengebundenen
Internaline auf und sind bis auf abweichende Anzahl an Repeats in Region A und B dhnlich
wie Internalin A aufgebaut. So besitzen sie eine N-terminale Signalsequenz, zwei Repeat-
Regionen (LRR und B) und eine Sequenz am C-Terminus zur Verankerung in der Zellwand.
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Die Funktion dieser sechs Internaline ist bisher noch unklar. Es konnte aber gezeigt werden,
dass sie keine Rolle bei der Invasion der bisher untersuchten nicht-phagozytische Zellen
spielen. Deletion des inlG/H/E-Genclusters beeinflusste in fritheren Untersuchungen die
Invasion in verschiedene Sdugerzelllinien nicht, was zunichst die Vermutung nahe legte, dass
diese Internaline nicht an dem Eindringen in die Wirtszelle beteiligt sind (215). Nach
neuesten Untersuchungen sind jedoch InlG/H/E an der Invasion von Sdugerzellen durchaus
beteiligt (10). Deletion der in/G/H/E-homologen Gene in/C2/D/E in einem anderen L.
monocytogenes-Stamm oder Deletion von inlF zeigten allerdings auch keine Auswirkung auf
die Invasivitit (63), sodass diese Frage noch etwas unklar ist.

In L. ivanovii konnten bisher keine grolen Internaline identifiziert werden. G. Dominguez-
Bernal charakterisierte vor kurzem die ersten beiden grofen Internaline i-InlB und i-InlB2 in
L. ivanovii, die einen dhnlichen Aufbau wie InlB von L. monocytogenes aufweisen (Kap.
5.2.2). Uber deren Funktion ist jedoch noch nichts bekannt (60).

Der Prototyp der kleinen, sekretierten Internaline ist Internalin C (InlC) von L.
monocytogenes, das bisher einzige kleine Internalin in dieser Art (Abb. 2.3, [59, 67]).

Im Allgemeinen besitzen die kleinen Internaline am N-Terminus ein Signalpeptid und eine
Region aus Leucin-reichen Repeats (LLRs), die von zwei hoch konservierten Bereichen
flankiert wird. Im Gegensatz zu den groBen Internalinen sind die kleinen Internaline nicht
Zellwand-assoziiert, sondern werden sekretiert.

Internalin C (InlC oder IrpA) ist mit 30 kDa bedeutend kleiner als die restlichen L.
monocytogenes-Internaline und wird im Gegensatz zu den groen Internalinen sekretiert und
ausschlieflich im Kulturiiberstand gefunden, diesem Internalin fehlt die C-terminale
Membranankersequenz. Deletionsmutanten im in/C-Gen fiihrten im Mausinfektionsmodell zu
einer reduzierten Virulenz, waren jedoch normal invasiv und zeigten ein normales
intrazelluldres Uberleben. Deshalb wird vermutet, dass InlC nicht bei der Invasion, sondern in
einer spiteren Phase der Infektion eine Rolle spielt (59, 67). Die Expression von inlC ist
PrfA-abhingig und es wird wie die meisten PrfA-abhingigen Gene im Zytoplasma der
Wirtszelle — vor allem in der spdten Phase der Infektion widhrend der Zell-zu-Zell-
Ausbreitung — exprimiert (31, 67). Untersuchung einer inlC-Deletionsmutante zeigte jedoch
keinen Defekt in der interzelluldren Verbreitung von L. monocytogenes (59, 67, 103).

In L. ivanovii wurde schon eine Reihe von kleinen, sekretierten Internalinen (i-InlC, i-InlD, i-
InlE, i-InlF und i-InlG) charakterisiert. Diese Internaline werden PrfA-abhéngig reguliert und
besitzen alle eine mogliche PrfA-Box in ihrer Gensequenz. G. Dominguez-Bernal konnte
zeigen, dass drei dieser Gene (i-inlE, i-in/F und i-inlG) von einem grofen Virulenzgencluster
(LIPI-2) codiert werden, das noch eine Reihe weiterer kleiner Internalingene enthdlt (Kap.
5.2.1, [60, 96]). Fiir die Gene i-inlE und i-in/F konnte nachgewiesen werden, dass eine
Deletion dieser nach Infektion von Méusen zu einem Verlust der Virulenz fiihrte (69). Die
genaue Funktion dieser L. ivanovii-spezifischen, kleinen Internaline ist aber noch nicht
bekannt (59, 67, 68, 69, 146).
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p60-Protein

Ein weiterer bakterieller Faktor, der vermutlich an der Invasion von nicht-professionell
phagozytischen Zellen beteiligt ist, ist das extrazelluldre, 60 kDa schwere Protein p60, das
vom iap-Gen (invasion-associated protein) codiert und PrfA-unabhingig exprimiert wird (29,
31, 140). Das p60-Protein ist ein basisches Protein mit einer hohen positiven Ladung Man
findet p60 zum Teil oberflichengebunden vor, der Hauptteil wird jedoch in das Medium
sekretiert (150, 229).

Spontan auftretende Rauh-Mutanten von L. monocytogenes sind gekennzeichnet durch eine
rauhe Kolonieoberfldche und gleichzeitig eine stark verminderte p60-Produktion. Sie besitzen
verringerte Adhdrenz und Invasivitit in verschiedene Zelltypen und zeichnen sich zudem
durch vermindert Virulenz aus (116, 117, 150). Die sog. R-Mutanten bilden wihrend ihres
Wachstums lange Zellketten, in denen die Bakterien durch Doppelsepten getrennt sind. Bei
Zugabe von partiell gereinigtem p60 zerfallen diese Zellketten in Einzelzellen, die sich in
ithrer Invasivitdt nicht mehr vom Wildtyp unterscheiden (150). Das p60-Protein scheint also
eine Rolle fiir die Invasion in bestimmte Zelltypen zu spielen. Man nimmt an, dass die
positive Ladung von p60 die Adhirenz an die Wirtszelle steigert und somit die Aufnahme in
diese erleichtert. Zudem besitzt p60 eine Mureinhydrolaseaktivitit, die in einem spéten Schritt
der Zellteilung benotigt wird und den Zerfall der Zellketten bewirkt (271).

p60 konnte in allen Listeria-Arten nachgewiesen werden und besteht aus einer variablen
mittleren Region und hoch konservierten C- und N-terminalen Bereichen (27, 140). Die
variable Region ist charakteristisch fiir jede Listeria-Art, weshalb p60 bzw. das iap-Gen zur
schnellen Identifizierung einzelner Listeria-Spezies mittels immunologischer Methoden oder
PCR herangezogen werden kann (26, 28).

ActA

ActA ist ein listerielles Oberflachenprotein, das verantwortlich ist fiir das Aktin-vermittelte
bakterielle Bewegungsvermogen und die Ausbreitung von Zelle zu Zelle (Kap. 2.3.3). Es
konnte zudem gezeigt werden, dass ActA ein bakterieller Ligand ist, der die Erkennung des
HSPG-Rezeptors auf verschiedenen Wirtszellen vermittelt. Heparansulfat-Proteoglykane
(HSPG) sind Bestandteile von extrazelluldrer Matrix und Plasmamembranen mit ubiquitérer
Verbreitung in eukaryotischen Zellen. Sie befinden sich sowohl auf professionellen als auch
auf nicht-professionellen Phagozyten und vermitteln ebenfalls die Anheftung und Invasion
von L. monocytogenes in diese Zellen. Das Oberflichenprotein ActA besitzt in seinem N-
terminalen Bereich ein Heparansulfat (HS)-Bindungsmotiv und mehrere Cluster positiv
geladener Aminoséduren, die als HS-Bindedoménen fungieren kdnnten. Untersuchungen an
actA-Mutanten haben gezeigt, dass diese in ihrer Adhédrenz und Invasivitit aufgrund der
verdnderten HS-Erkennung beeintrachtigt, wenn auch nicht vollstindig defekt waren (4).
Neue Untersuchungen zeigten zudem, dass die Deletion des act4-Gens in einem
hyperinvasiven L. monocytogenes-Stamm zu einem starken Riickgang der Invasionsrate in
Epithelzellen fiihrte. Zudem konnte die normalerweise nicht-invasive Listeria-Art L. innocua
durch heterologe Expression des act4-Gens in Epithelzellen eindringen (251).
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2.3.2 Uberleben im und Entkommen aus dem Phagosom

Nach dem Eindringen in die eukaryotische Wirtszelle sind virulente Listerien im Phagosom
den antibakteriellen Mechanismen des Wirts ausgesetzt, iiberleben aber zu einem gewissen
Prozentsatz aufgrund aktiver bakterieller Abwehrmechanismen (z.B. Superoxid-Dismutase,
Katalase) im Phagosom und konnen schlieBlich in das Zytoplasma der Wirtszelle entkommen.
Fir das Entkommen aus dem Phagosom werden mehrere Proteine (Hédmolysin,
Phospholipasen) bendtigt, deren Gene auch in L. ivanovii und L. seeligeri nachgewiesen
werden konnten (97, 107, 108).

Superoxid-Dismutase, Katalase

Nach der Aufnahme ins Phagosom ist L. monocytogenes einer Vielzahl antibakterieller
Abwehrmechanismen des Wirts ausgesetzt. Schon nach kurzer Zeit kommt es zu einer
Ansduerung des Phagosoms und es werden gro3e Mengen reaktiver Sauerstoffmetabolite (wie
H,0,, O,°, OH® und HOCI) gebildet, die innerhalb weniger Minuten zur Abtétung avirulenter
Bakterien fiihren. Pathogene Listerien verfiigen jedoch iiber die Enzyme Superoxid-
Dismutase (SOD) und Katalase, mit deren Hilfe sie die toxischen Sauerstoffverbindungen in
unschédliche Endprodukte umwandeln konnen (22, 109, 144). Da diese Enzyme an der
bakteriellen Verteidigung gegen die Abwehrmechanismen der eukaryotischen Wirtszelle
beteiligt sind, konnen sie als mogliche Virulenzfaktoren von Listeria angesehen werden (36).

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Transposon-induzierte, Katalase-defiziente Mutanten
im Mausinfektionsmodell in ihrer Virulenz nicht beeintrichtigt waren. Diese Mutanten
produzierten aber im Gegensatz zu Katalase-positiven Stdmmen eine groflere Menge an
Superoxid-Dismutase (160). Zudem wurde einige Katalase-negative Stimme von L.
monocytogenes aus Listeriose-Patienten isoliert, die voll virulent waren (30, 66, 253). Auch
ein Verlust der SOD-Aktivitit durch Deletion des sod-Gens flihrte nur zu einer leichten
Verminderung der Vermehrungsrate in Knochenmarksmakrophagen und Organen infizierter
Maiuse. Eine Doppelmutante, die sowohl fiir Katalase als auch SOD defekt war, zeigte
allerdings eine deutliche Virulenzminderung (22).

Proteine der Clp-Familie

Fiir das Uberleben in der phagozytischen Vakuole benétigt Listeria eine an die im Phagosom
vorliegenden Stressbedingungen angepasste Antwort mittels konservierter Proteine, die unter
diesen widrigen Umstdnden produziert werden. Dies kdnnten zum Beispiel Chaperones sein,
die an der korrekten Faltung oder dem Zusammenbau beschidigter Proteine beteiligt sind,
oder Proteasen, die fehlerhafte Proteine abbauen. Eine Analyse der Stressantwort von L.
monocytogenes zeigte, dass unter einer Vielzahl von Stressbedingungen (Hitze- und
Kélteschock, Séurestress) die Produktion von Stressproteinen induziert wird (260). Erst
kiirzlich konnte eine Gruppe von Virulenz-assoziierten Stressproteinen identifiziert werden,
die am Uberleben im Phagosom und dem Entkommen ins Zytoplasma beteiligt sind. Zu
diesen zdhlen ClpC (ATPase), CIpE und ClpP (Protease), die vom negativen Regulator CtsR
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kontrolliert werden. Fiir ClpC und CIpE konnte gezeigt werden, dass ein Hitzeschock
(Wachstum bei 42°C) zu einer verstirkten Produktion dieser Stressproteine fiihrte. c/pC-
Mutanten waren zudem in ihrer Virulenz stark eingeschrénkt und konnten sich nicht mehr aus
dem primidren Phagosom befreien. Die Doppelmutante clpC/clpE schliellich war im
Mausmodell vollig avirulent und auch fiir die Deletion von c/pP konnte gezeigt werden, dass
diese Stressprotease fiir das Wachstum von Listeria monocytogenes unter Stressbedingungen
bendtigt wird (190, 191, 227, 228, 264).

Listeriolysin O (LLO)

Das Hiamolysingen hily war die erste Virulenzdeterminante, die in Listeria spp. identifiziert
und sequenziert wurde und flihrte zur Entdeckung des chromosomalen Virulenzgenclusters
mit seinen am intrazelluldren Infektionszyklus beteiligten Genen bzw. Proteinen (260 und
Kap. 2.4).

Listeriolysin O (LLO) ist ein extrazelluldres, Cholesterol-abhingiges, porenbildendes
Hamolysin, das es L. monocytogenes ermoglicht, aus dem Phagosom der eukaryotischen
Wirtszelle zu entkommen. LLO gehort zur Familie der SH-aktivierbaren Zytolysine, von
denen Streptolysin O (SLO) aus Streptococcus pyogenes der Prototyp ist (1, 86). Das
Hamolysin LLO besitzt ein Molekulargewicht von 58,6 kDa und wird vom PrfA-regulierten
Gen hly codiert (54, 167, 180, 181). Sein Wirkungsoptimum liegt im Gegensatz zu den SH-
aktivierbaren Zytolysinen anderer Bakterien im sauren Bereich bei pH 5,5. Zudem ist LLO
nur in einem engen pH-Bereich zwischen pH 4,5 und 6,5 aktiv, was eine Listeria-spezifische
Anpassung an das saure Milieu im Phagosom darstellt (6, 86) und daneben verhindert, dass L.
monocytogenes andere Bestandteile im Zytoplasma der Wirtszelle beschidigt und damit sein
intrazellulires Uberleben gefihrdet (7).

LLO ist ein essentieller Virulenzfaktor und spielt vermutlich eine Schliisselrolle beim
Entkommen von Listeria aus dem Phagosom infizierter Zellen (41, 79). Nach der Aufnahme
in die eukaryotische Wirtszelle wird innerhalb der ersten 30 Minuten die phagosomale
Membran durch das Listeriolysin zerstort. Hierbei benutzt LLO wie alle SH-aktivierbaren
Zytolysine Cholesterin als primdren Rezeptor auf der eukaryotischen Membran. Nach
Rezeptorbindung kommt es durch Zusammenlagerung von bis zu 70 Toxinmonomeren zur
Bildung eines Transmembran-Komplexes mit einer hydrophilen Pore. Eine geniigend grof3e
Zahl solcher Poren fiihrt zu einem Zusammenbruch der Membran und damit zur Freisetzung
der Listerien ins Zytoplasma(1l, 144). Auch bei der Ausbreitung von Zelle zu Zelle spielt LLO
eine vergleichbare Rolle und ist fiir das effiziente Entkommen aus der sekundidren Vakuole
mit Doppelmembran verantwortlich (83).

Es konnte gezeigt werden, dass Transposon-Inaktivierung des 4/y-Gens in den pathogenen L.
monocytogenes-Stammen zu einem Verlust der hdmolytischen Aktivitit fiihrt (42). Zudem
verhielten sich diese Mutanten avirulent im Mausinfektionsmodell (78, 134) und waren nicht
mehr fihig, in kultivierten Zelllinien zu wachsen (79, 149, 210). Die Uberlebensrate dieser
Mutanten war deutlich verringert, wohingegen ihre Aufnahme in die eukaryotischen
Wirtszellen unveridndert blieb (149). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten zudem,
dass hly-Mutanten von L. monocytogenes nach Infektion von Epithelzellen im Phagosom



2 Finleitung 18

verblieben, wohingegen hdmolytische Bakterien frei im Zytoplasma zu finden waren (79). Bei
der Zell-zu-Zell-Ausbreitung schlieBlich konnte nachgewiesen werden, dass 4/y-Mutanten, an
deren Oberfliche Listeriolysin O kovalent gebunden wurde, zu einem geringen Prozentsatz
aus der primiren Vakuole entkommen und sich anschlieBend normal im Zytoplasma der
Wirtszelle vermehren konnten. Auch die Zell-zu-Zell-Ausbreitung war erfolgreich, wobei die
Mutanten allerdings in den Vakuolen mit Doppelmembran eingeschlossen blieben und sich
aufgrund des fehlenden Hamolysins nicht befreien konnten (83).

Listeriolysin O ist somit essentiell fiir das Uberleben und die Zell-zu-Zell-Ausbreitung der
Listerien in den infizierten Zellen, wird jedoch fiir die Invasion nicht benétigt.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass Listeriolysin O vermutlich ein multifunktioneller
Virulenzfaktor ist, der neben der Zerstérung der phagosomalen Membran viele verschiedene
Aufgaben in der Interaktion zwischen Wirt und infizierendem Bakterium besitzt. So kann
LLO eine Reihe von Wirtszellantworten auslosen wie z.B. die Induktion der Zellproliferation,
Apoptose oder Zytokinexpression und damit verbundene Immunantwort, sowie die
Beeinflussung des Zellstoffwechsels und der Signaltransduktion der Wirtszelle (51, 106, 151,
197, 260, 265).

Auch in L. ivanovii konnte ein eng verwandtes Hamolysin, das Ivanolysin ILO identifiziert
werden (258) und auch die schwach hdmolytische, aber nicht pathogene Art L. seeligeri
produziert — wenn auch nur in geringen Mengen — ein mit dem L. monocytogenes
Listeriolysin verwandtes Zytolysin (87, 166).

Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC)

Die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC) ist ein weiteres listerielles
Protein, das vermutlich am Entkommen aus dem Phagosom beteiligt ist. PI-PLC ist ein 33
kDa schweres, sekretiertes Protein, das eine hohe Substratspezifitit fiir Phosphatidylinositol
(PI) besitzt und Ahnlichkeiten zu den PI-PLCs von Bacillus thuringiensis, B. cereus und
Staphylococcus aureus aufweist. Es wird vom Gen plcA codiert und ist PrfA-reguliert (33,
168, 185).

Untersuchungen an nicht-hdmolytischen (hly’) Mutanten zeigten, dass diese in geringem
Malle noch aus dem Phagosom entkommen und im Zytoplasma der Wirtszelle wachsen
konnen (210). Dies legt den Schluss nahe, dass neben LLO weitere Faktoren an der Lyse des
Phagosoms beteiligt sind. Zudem konnte gezeigt werden, dass PI-PLC ein pH-Optimum
zwischen 5,5 und 6,5 besitzt, was vermuten ldsst, dass diese Phospholipase dhnlich wie
Listeriolysin O im angesduerten Phagosom aktiv ist (93).

In-frame-Deletionsmutanten im plcA-Gen resultierten in einem leichten Riickgang der
Virulenz im Mausinfektionsmodell und einem weniger effizienten Entkommen aus dem
Phagosom verglichen mit dem Wildtyp (34). Heterologe Expression von plcA in der
apathogenen Art L. innocua fihrte zudem zu einer kurzzeitigen intraphagolysosomalen
Vermehrung der normalerweise nicht replizierenden Bakterien (237). Der Vergleich von
plcA- und plcB-Einzel- und Doppelmutanten zeigte schlieBlich, dass das Fehlen von PIcA nur
zu einer geringen Virulenzminderung und einem leichten Riickgang beim Entkommen aus
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dem Phagosom fiihrte. Die Zell-zu-Zell-Ausbreitung wurde aber nicht beeinflusst. Das Fehlen
von PlcB wirkte sich dagegen in einer stirkeren Minderung der Virulenz und einer
mangelhaften interzelluldren Verbreitung aus, wohingegen das Entkommen aus dem priméren
Phagosom nicht beeinflusst wurde. Die Doppelmutante schlieBlich zeichnete sich durch eine
stark verminderte Virulenz aus und war zudem stark beeintrichtigt beim Entkommen aus dem
primdren Phagosom und der Zell-zu-Zell-Ausbreitung (178, 246, 260).

Somit bewirkt PI-PLC vermutlich zusammen mit LLO die Zerstorung des primédren
Phagosoms und konnte durch Hydrolyse membranstindiger Proteine den Zugang zur
phagosomalen Membran und damit die Lyse des Phagosoms durch LLO erleichtern (242).

Sphingomyelinase

Das Tierpathogen L. ivanovii produziert zusétzlich zu den bei L. monocytogenes
vorkommenden Phospholipasen PI-PLC und PC-PLC (Kap. 2.3.4) noch eine weitere
Phospholipase, die spezifisch fiir Sphingomyelin ist. Dieses Enzym (SMase) wurde aus
Kulturiiberstand von L. ivanovii nach vorheriger Entfernung des Hdmolysins ILO gereinigt
und ist verantwortlich fiir die typische doppelte Lysezone auf Blutagar. Im Gegensatz zu der
schwachen Hadmolyse von L. monocytogenes findet man bei L. ivanovii auf Blutagar (Schaf)
eine starke Hamolyse bestehend aus zwei Zonen, einem inneren Ring mit kompletter Lyse
und einem dufleren Ring mit unvollstindiger Lyse dhnlich wie fiir die B-Toxin-Produzenten S.
aureus und B. cereus (220, 258, 260).

Das Gen smcL, das fiir die L. ivanovii-spezifische SMase codiert, wurde mittlerweile
sequenziert und Deletions- und Komplementationsversuche zeigten, dass dieses Enzym
verantwortlich ist fiir die unterschiedliche Himolyse von L. ivanovii (95, 96).

Neuere Experimente zeigten zudem, dass die Sphingomyelinase eine zusitzliche Rolle in der
Pathogenese wie PIcA und PlcB spielt. Ein Fehlen der SMase-Produktion in L. ivanovii fiihrte
zu einem leichten Absinken der Virulenz und der intrazelluliren Wachstumsrate in
Epithelzellen aus dem Rind. Zudem erleichterte eine Komplementation mit dem smcL-Gen
der apathogenen Art L. innocua das intrazellulire Uberleben in Makrophagen. SchlieBlich war
es einer L. monocytogenes-Mutante, in der alle normalerweise fiir das Entkommen aus dem
Phagosom essentiellen Gene (hly, plcA, plcB, mpl) deletiert waren, moglich, aus dem
Phagosom zu entkommen und sich intrazelluldr in Epithelzellen zu vermehren, wenn sie
heterolog mit smcL komplementiert wurde (95, 96, 260).

Folglich scheint die fiir L. ivanovii spezifische Sphingomyelinase eine dhnliche Funktion wie
das Héamolysin und die Phospholipasen PlcA und PlcB zu besitzen und ist an der Zerstorung
der phagosomalen Membran beteiligt.
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2.3.3 Vermehrung und Verbreitung im Zytoplasma

Nach Verlassen des Phagosoms kommt es im Zytoplasma der Wirtszelle zu einer Vermehrung
der Bakterien mit einer Verdopplungszeit von ca. einer Stunde (79). Wéahrend des Wachstums
sind die Listerien zundchst von einer diffusen Wolke aus Wirtszellaktin umgeben, das sie
nach zwei Stunden in eine kometenschweifdhnliche Struktur an einem Zellpol umlagern. Mit
Hilfe dieses Aktinschweifs konnen sich die Bakterien intrazelluldr fortbewegen und
benachbarte Zellen infizieren (9, 43, 44, 48, 173, 225, 249, 254, 256, 257).

ActA

Das Oberflichenprotein ActA trigt als einziges listerielles Protein entscheidend zur
Fortbewegungsfahigkeit der Listerien im Zytoplasma der Wirtszelle bei und vermittelt
dadurch auch die Ausbreitung der Bakterien von Zelle zu Zelle (56, 137).

Das Gen actA codiert das 67 kDa schwere Protein ActA, das {iiberwiegend
oberflachengebunden vorliegt, aber auch im Kulturiiberstand nachgewiesen werden kann.
ActA besitzt ein typisches N-terminales Signalpeptid, einen Mittelteil bestehend aus Prolin-
reichen Repeats und eine hydrophobe C-terminale Region, die als Membrananker fungiert.
Das Protein enthélt mindestens zwei Bereiche, die essentiell fiir seine Wirkung sind. Im N-
terminalen Bereich findet sich eine Region, die notwendig fiir die Nukleation von
Aktinfilamenten und die damit verbundene listerielle Fortbewegung ist. Im Mittelteil des
Proteins liegt eine Prolin-reiche Repeat-Region, die direkt an VASP (vasodilator-stimulated
protein) und das VASP-Homolog Mena bindet (56, 137, 158, 159, 195, 208, 209, 259).

ActA ist mit seiner C-terminalen Region in der bakteriellen Zellwand verankert und ragt ins
Zytoplasma der Wirtszelle, wo es zu Wechselwirkungen mit Bestandteilen des Zytoskeletts
kommen kann (138, 193). Zusitzlich zur Prolin-reichen Repeat-Region besitzt ActA
Konsensussequenzen zur Phosphorylierung durch Caseinkinase II. Es konnte auch gezeigt
werden, dass ActA im Zytoplasma eukaryotischer Zellen phosphoryliert wird, genaueres ist
jedoch noch nicht dariiber bekannt (25).

Der Mechanismus, mit dem ActA die Aktinpolymerisation induziert, konnte mittlerweile
teilweise aufgekléart werden:

Sobald die Listerien aus dem Phagosom entkommen sind, werden sie von einem Saum aus
zelluldren Aktinfilamenten umgeben, die nach zwei Stunden zu einem kometenartigen
Aktinschweif ("comet tail") reorganisiert werden (256). Das Oberflichenprotein ActA ist
hierbei der einzige listerielle Faktor, der fiir die Rekrutierung von Aktinfilamenten der
Wirtszelle bendtigt wird (208). Untersuchungen an act4A-Mutanten haben gezeigt, dass diese
nicht mehr zur Anhdufung von Wirtszellaktin auf der Bakterienoberfldche befdhigt sind. Die
Mutanten konnen sich nicht mehr im Zytoplasma fortbewegen, da keine Aktinschweife mehr
ausgebildet werden, und wachsen deshalb in intrazelluldren Mikrokolonien. Zudem sind diese
Listerien in ihrer Virulenz verringert, da auch keine Zell-zu-Zell-Ausbreitung stattfinden kann
(56, 137).

Weitere Versuche zeigten, dass ActA essentiell fiir die Aktin-vermittelte Fortbewegung der
Bakterien ist. So konnten mit ActA gekoppelte Mitochondrien in Epithelzellen Aktin
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rekrutieren, ohne dass diese Zellen mit Listerien infiziert wurden (208). Expression des actA4-
Gens in den normalerweise nicht intrazelluldr beweglichen Bakterien L. innocua und S.
pneumoniae bewirkte zudem, dass diese sich mittels Aktinschweif fortbewegen konnten.
Folglich kann ActA alleine nicht nur zellulires Aktin rekrutieren, sondern auch eine
bakterielle Fortbewegung initiieren (139, 247, 260).

ActA ist ungleichmifig auf der Bakterienoberfldche verteilt, kann im Aktinschweif aber nicht
nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass ActA nicht fiir die Stabilisierung des
Aktinschweifs bendtigt wird. Bei sich teilenden Bakterien findet sich kein ActA an dem
Zellpol, an dem die letzte Septumbildung stattgefunden hat. Die Konzentration dieses
Proteins steigt in Richtung des alten Zellpols, an dem auch die Aktinpolymerisation stattfindet
(138, 193, 194, 247). In der bakteriennahen Region des Schweifs sind die Aktinfilamente in
gleicher Richtung angeordnet und mit den sog. "barbed ends" zur Bakterienzelle hin gerichtet.
Dies legt den Schluss nahe, dass die Aktinnukleation an diesem Punkt, d.h. direkt am
Bakterium, erfolgt. Hier findet eine kontinuierliche Einlagerung von Aktinmonomeren statt,
die das Bakterium in Richtung des ActA-freien Zellpols vorwérts driickt. Mit Hilfe des
Aktinschweifs konnen sich die Listerien nun im Zytoplasma fortbewegen. Die intrazellulédre
Fortbewegungsgeschwindigkeit ist dabei proportional zur Rate der Aktinpolymerisation bzw.
zur Lange des Aktinschweifs und kann Werte bis 1,5 um/s erreichen (48, 187, 232, 254, 256).

Es ist jedoch noch nicht vollstindig geklart, ob ActA die Aktinpolymerisation durch direkte
Interaktion mit dem Wirtszellaktin bewirkt oder indirekt tiber einen zelluldren Nukleator
wirkt, denn Bindung von ActA an globuldres (G-) Aktin konnte nur in einigen
Untersuchungen nachgewiesen werden (124, 254, 255, 260, 273). Deshalb stellt sich die
Frage, ob ActA in vivo in der Sdugerzelle modifiziert werden muss, um seine
Bindungseigenschaften zu erhalten, oder ob ein oder mehrere andere Wirtszellproteine mit
ActA interagieren und so gemeinsam die Aktinnukleation initiieren. Bisher wurde eine Reihe
Aktin-bindender Wirtszellproteine identifiziert, die mit dem Listerien-induzierten
Aktinschweif assoziiert sind. Hierzu zdhlen unter anderem a-Aktinin, Fimbrin, Tropomyosin,
Profilin, Vinculin, Talin, Filamin, Villin, Gelsolin, Ezrin/Radixin, Cofilin, Coronin, Rac,
CapZ, Arp2/3 und VASP (35, 43, 48, 50, 155, 209, 255, 260).

Profilin und VASP wurden nur an der Stelle des Aktineinbaus in unmittelbarer Ndhe des
Bakteriums gefunden (38, 255), was vermuten ldsst, dass diese beiden Proteine aktiv am
Prozess der Aktinpolymerisation in Listeria beteiligt sind. Profilin ist ein zytoplasmatisches
Protein, das die Ausbildung eines Aktinschweifs durch Komplexbildung mit G-Aktin positiv
beeinflussen kann, hierzu aber noch einen weiteren zusétzlichen Faktor aus der Wirtszelle
benodtigt, um mit ActA interagieren zu konnen (255). Das Protein VASP (vasodilator-
stimulated phosphoprotein) ist das bisher einzig bekannte Zytoskelettprotein, das direkt an
ActA binden kann. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Protein als Ligand fiir Profilin,
Vinculin und Zyxin fungiert. Es ist auf der Bakterienoberfldche an der Stelle lokalisiert, wo
die ActA-Konzentration am gréfiten ist und der Aktinschweif ausgebildet wird und vermittelt
moglicherweise die Interaktion zwischen Profilin und ActA, die dann zur Schweifbildung
fiihrt (38, 130,153, 209, 217). Allerdings sind weder Profilin noch VASP essentiell fiir die
Aktinnukleation, denn eine Deletion ihrer Bindungsmotive in der Prolin-reichen Repeat-
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Region von ActA verhindert die listerielle Fortbewegung in der Wirtszelle nicht, sondern es
kommt nur zu einer verlangsamten Ausbreitung der Bakterien (158, 195, 248).

Neuere Experimente zeigen, dass der N-Terminus von ActA mit dem Arp2/3-Komplex
interagiert, was zu einer deutlichen Verstiarkung der Aktinnukleation fiihrt. Dieser Komplex
ist ein essentieller Faktor der Wirtszelle, der fiir die Aktin-vermittelte Fortbewegung der
Listerien benotigt wird. Die Hauptaufgabe von ActA ist vermutlich, die Aktivitdt dieses
Multiproteinkomplexes zu regulieren und dadurch die Aktinpolymerisation zu vermitteln
(173, 273).

Neben den oben beschriebenen Proteinen sind jedoch noch zahlreiche weitere
Wirtszellfaktoren wie Cofilin, Gelsolin, a-Aktinin und LaXpl80 an der intrazelluldren
Fortbewegung von Listeria beteiligt. Die genauen Aufgaben dieser Faktoren miissen aber
noch geklirt werden (35, 48, 155, 173, 206, 260).

Auch bei L. ivanovii findet sich ein ActA-Protein (i-ActA) gleicher Funktion, das allerdings
grofBer als ActA von L. monocytogenes ist und auch nur 34 % Identitét zu diesem aufweist
(98, 131, 145). Jedoch findet man bei ActA und i-ActA den gleichen Aufbau aus N-Terminus
mit Signalpeptid, einer zentralen Region aus Prolin-reichen Repeats und einem C-terminalen
Bereich mit Membrananker. Zudem sind die funktionellen Doménen, die fiir die
Aktinrekrutierung und VASP-Bindung bendtigt werden, konserviert (89).

Ebenso findet man in L. seeligeri ein zum actA-Gen von L. monocytogenes homologes Gen,
jedoch ist diese apathogene Art nicht in der Lage, Sdugeraktin zu polymerisieren (97, 133).

2.3.4 Zell-zu-Zell-Ausbreitung

Durch Aktinpolymerisation und Ausbildung eines Aktinschweifs konnen sich Listerien im
Zytoplasma der Wirtszelle fortbewegen und von Zelle zu Zelle ausbreiten. Gelangen sie an
die Peripherie der Wirtszelle, werden sie iiber pseudopodienartige Ausstiilpungen von der
Nachbarzelle endozytiert und gelangen so in eine neue Wirtszelle. Hier sind die Bakterien
jedoch noch von einer Doppelmembran umgeben. Nach Lyse dieser zwei Membranen
entkommen die Listerien wieder in das Zytoplasma und kdnnen einen neuen Vermehrungs-
und Verbreitungszyklus beginnen.

Lecithinase (PC-PLC)

Die Lecithinase ist neben der schon beschriebenen PI-PLC (Kap. 2.3.2) eine weitere
Phospholipase C von L. monocytogenes. Das plcB-Gen codiert ein 33 kDa schweres
Proenzym (inaktive Form) und weist Homologien zu den Phosphatidylcholin-spezifischen
Phospholipasen C (PC-PLC) von Bacillus cereus und Clostridium perfringens auf (165, 259).
Die PC-PLC von L. monocytogenes besitzt ein breites Wirkungsspektrum und hydrolysiert
nicht nur Phosphatidylcholin (Lecithin), sondern auch Phosphatidylserin (PS),
Phosphatidylethanolamin (PE) und in geringem Malle Sphingomyelin. Phosphatidylinositol
(PI) wird allerdings nicht oder nur sehr schwach hydrolysiert. Die Lecithinase ist Zink-
abhéngig und iiber einen weiten pH-Bereich (pH 5,5 - 8,0) aktiv (88, 94, 259).
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Das Enzym wird als inaktives Proenzym (33 kDa) sekretiert, um Schidden an bakteriellen
Membranen zu vermeiden. Durch eine listerielle Metalloprotease wird die Lecithinase dann in
die aktive Form (29 kDa) tiberfiihrt (88, 194, 212, 216).

Die Tatsache, dass Hly" Mutanten von L. monocytogenes trotz fehlendem Listeriolysin aus
dem Phagosom entkommen und in bestimmten Epithelzellen wachsen konnten, liel vermuten,
dass es auler LLO noch weitere Membran-aktive Proteine gibt, die an der Lyse des priméren
Phagosoms beteiligt sind (178, 210). Zu diesen Proteinen zdhlt vermutlich auch die
Lecithinase. Untersuchungen an Insertionsmutanten im plcB-Gen zeigten zudem, dass diese
Mutanten in ihrer Virulenz verringert waren und sich nicht mehr in benachbarte Zellen
ausbreiten konnten. Man konnte nach Infektion von J774-Zellen eine Anhdufung von
Bakterien in Vesikeln mit Doppelmembran beobachten. Beim eventuellen Entkommen aus
dem primdren Phagosom waren sie allerdings nicht vom Wildtyp zu unterscheiden (259).
Weitere Versuche ergaben, dass PlcB bendtigt wird fiir die Zell-zu-Zell-Ausbreitung von
Makrophagen in verschiedene Saugerzellen (104) und essentiell ist fiir die Verbreitung von L.
monocytogenes im Gehirn von infizierten Méusen (235).

Die Lecithinase scheint somit hauptsidchlich fiir eine effiziente Lyse des sekunddren
Phagosoms wichtig zu sein und ist mit verantwortlich, dass sich Listerien iiber die
Zellgrenzen hinaus effektiv ausbreiten und vermehren kdnnen.

Metalloprotease

Die Zink-abhidngige Metalloprotease von L. monocytogenes ist ein 57,4 kDa schweres Enzym
und wird vom Gen mpl codiert. Sie besitzt eine N-terminale Signalsequenz und weist grof3e
Homologien zu sekretierten Metalloproteasen anderer Bakterien auf. Im Kulturiiberstand
findet man ein 60 kDa groB8es mpl-Produkt, das wahrscheinlich eine inaktive Proform der
Protease darstellt (55, 183).

Mutanten mit Transposoninsertion im mpl-Gen waren gekennzeichnet durch reduzierte
Virulenz und eine geringere Lecithinaseproduktion. Im Kulturiiberstand dieser Bakterien fand
man nur noch die 33 kDa-Proform des Lecithinasepolypeptids. Dies legte die Vermutung
nahe, dass die Metalloprotease fiir die Reifung der PC-PLC benétigt wird und diese erst nach
proteolytischer Spaltung der inaktiven 33 kDa-Form in das aktive 29 kDa-Enzym {iberfiihrt
(183, 216). Durch Komplementationsversuche konnte diese Annahme bestitigt werden. Bei
Einfiihrung eines rekombinanten Plasmids, das das gesamte mp/-Gen enthielt, konnte in den
oben erwédhnten Mutanten der Lecithinase-Phinotyp wiederhergestellt und die aktive 29 kDa-
Form der PC-PLC im Kulturiiberstand nachgewiesen werden (212).

So ist die Zn-abhédngige Metalloprotease zumindest durch ihre Wirkung auf die Lecithinase an
der Virulenz von L. monocytogenes beteiligt.

Bei der tierpathogenen Art Listeria ivanovii wurden zu den Virulenzgenen von L.
monocytogenes homologe Sequenzen nachgewiesen und auch in L. seeligeri finden sich viele
dieser Gene wieder (97, 107, 108, 145).

Es ist aber unklar, warum L. ivanovii trotz der vorhandenen Virulenzfaktoren nur fiir Tiere
pathogen und L. seeligeri sogar apathogen ist (Kap. 2.4).
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2.4 Genetische Organisation und Evolution der
Virulenzdeterminanten

Fiir die erfolgreiche Invasion, das Uberleben innerhalb der eukaryotischen Wirtszelle und die
Ausbreitung im infizierten Organismus bendtigt L monocytogenes eine Reihe von
Virulenzfaktoren (Abb. 2.2), die groBtenteils in einem Virulenzgencluster (Abb. 2.4)
angeordnet sind (211). Die koordinierte Expression dieser Virulenz-assoziierten Gene wird
durch den positiven Regulationsfaktor PrfA kontrolliert, der selbst Bestandteil des Clusters ist
(37).
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Abb. 2.4: Das Virulenzgencluster von L. monocytogenes (LIPI-1)
Farbige Pfeile stellen die in Kap. 2.3 beschriebenen Virulenzgene dar. Uber den jeweiligen
Genen sind die zugehodrigen Transkripte in Form von schwarzen Pfeilen gezeigt.
prs: Gen fiir Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Synthetase
plcA: codiert fiir die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC)
hly: Listeriolysin O (LLO)-Gen
mpl: Metalloprotease-Gen
actA: codiert fiir das Oberflachenprotein ActA (beteiligt an Aktinpolymerisation)
pleB: Gen fiir Lecithinase, Phospholipase C (PC-PLC)
ORFXZ, ORFBA: Open Reading Frames unbekannter Funktion
Idh: Lactatdehydrogenase-Gen
P: Promotor; * PrfA-Box im Promotor-Bereich vorhanden

Die meisten Virulenzgene von L. monocytogenes befinden sich in einer 9,6 kb grof3en,
chromosomalen Region, dem sog. Virulenzgencluster. Dieser Bereich besteht neben dem Gen
hly aus dem plcA-prfA-Operon und dem 5,7 kb groBBen Lecithinase-Operon, das die Gene mpl,
actA und plcB sowie zwei weitere offene Leseraster (ORFX und Z) unbekannter Funktion
enthdlt (183, 259). Da dieses Virulenzgencluster eine kompakte genetische Einheit ist und
Merkmale einer Pathogenititsinsel besitzt, wird es mittlerweile als Listeria Pathogenititsinsel
1 (LIPI-1) bezeichnet (148, 261). Dieser gesamte Bereich wird von zwei Haushaltsgenen
flankiert: stromaufwirts von prf4 liegt das Gen prs, das fiir eine Phosphoribosyl-
Pyrophosphat-Synthetase codiert, stromabwirts vom Lecithinase-Operon wird eine
Lactatdehydrogenase vom Gen /dh codiert.

Neben den im Virulenzgencluster befindlichen Genen werden noch weitere listerielle Gene
durch PrfA reguliert. Hierzu zdhlen unter anderem diverse Internalingene, die jedoch in
anderen Bereichen des Chromosoms liegen.
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Die transkriptionelle Organisation der PrfA-kontrollierten Gene sieht wie folgt aus (37, 184):
Die Transkription von plcA erfolgt entweder monocistronisch oder zusammen mit prf4
bicistronisch. Das Gen hly wird von zwei PrfA-abhéngigen Promotoren in monocistronische
mRNA iiberfiihrt. Es existiert aber auch ein PrfA-unabhingiger Promotor, der zur Produktion
geringer Mengen an hly-Transkript fiihrt (58). Die Gene des Lecithinase-Operons (mpl, actA,
pleB, ORFX und Z) werden gemeinsam und in gleicher Richtung wie Aly transkribiert. Neben
der polycistronischen mRNA unter Kontrolle des mp/-Promotors findet man jedoch auch ein
monocistronisches mpl-Transkript und eine bicistronische mRNA fiir act4 und plcB (15, 74,
76, 184).

Die groBen Internaline A und B sind in einem Operon organisiert, das aullerhalb des
Virulenzgenclusters liegt. Thre Transkription erfolgt in Form von monocistronischer in/4- und
bicistronischer inl4/B-mRNA {iber mehrere Promotoren, die nur zum Teil PrfA-abhéngig
sind. Zudem wird die Transkription durch die Wachstumstemperatur und -phase, sowie das
Wachstumsmedium (BHI bzw. MEM) reguliert (61, 67, 171).

Das Gen fiir das kleine Internalin in/C wird als monocistronische mRNA von einem PrfA-
abhingigen Promotor und moglicherweise auch PrfA-unabhingig transkribiert, wobei die
InIC-Synthese bei Wachstum in MEM induziert wird (59, 67).

Die Regulation des iap-Gens erfolgt im Gegensatz zu den oben erwidhnten listeriellen
Virulenzfaktoren nicht durch PrfA, sondern posttranskriptionell durch einen bisher
unbekannten Mechanismus (27, 141).

Phylogenetische Studien basierend auf 16S und 23S rRNA haben gezeigt, dass die Gattung
Listeria aufgrund ihrer Evolution in zwei Gruppen eingeteilt werden kann (Abb. 2.5). In der
einen Gruppe findet man nur L. grayi, in der anderen sind die restlichen Listeria-Arten
zusammengefasst. Die zweite Gruppe kann wiederum in zwei Abstammungslinien eingeteilt
werden, von denen eine L. monocytogenes und die nah verwandte, nicht pathogene Art L.

innocua enthilt, die andere L. ivanovii und die apathogenen Arten L. seeligeri und L.
welshimeri (40, 230, 260).

v

LIPI-1 L. monocytogenes

L. innocua

L. welshimeri

v

, , L. ivanovii
Listeria VVorfahre——

\4

L. seeligeri

L. grayi

Abb. 2.5: Evolution des Virulenzgenclusters (LIPI-1) in Listeria spp.

(nach Vazquez-Boland, et al. [260])

Dicke Linien stellen die Evolutionswege von LIPI-1 dar; Pfeile weisen auf Konservierung
einer funktionstiichtigen LIPI-1 in L. monocytogenes und L. ivanovii hin; der gestrichelte
Pfeil kennzeichnet ein funktionsloses Virulenzgencluster in L. seeligeri. L. innocua und
L. welshimeri sind vermutlich durch Verlust von LIPI-1 entstanden (vgl. Abb. 2.6).
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Die Art L. ivanovii, die einen zu L. monocytogenes dhnlichen intrazelluldren Infektionszyklus
aufzeigt, besitzt ein zu LIPI-1 &dhnliches Virulenzgencluster. Die Gene des
Virulenzgenclusters sind in L. ivanovii in gleicher Lage und Anordnung zu finden (Abb. 2.6),
jedoch zeigen DNA-Homologievergleiche nur einen Identitdtsgrad von 73 — 78 % (97, 146,
261). Zudem findet man in L. ivanovii fir das Protein ActA ein wesentlich grofleres Gen
(Liact4) als in L. monocytogenes (98, 145). Die Regulation erfolgt auch hier iiber den
positiven Transkriptionsregulator PrfA (156, 167).
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Abb. 2.6: Aufbau des Virulenzgenclusters (LIPI-1) von L. monocytogenes und Struktur des Locus in
anderen Listeria-Arten
(nach Kreft et al. [146, 148], Vazquez-Boland et al. [260])
Die zu LIPI-1 zdhlenden Virulenzgene sind farbig dargestellt. Zusétzlich findet man jedoch noch
einige Open Reading Frames unbekannter Funktion (ORFX, Z, L, B, A) auf der rechten Seite des
Virulenzgenclusters von L. monocytogenes bzw. L. ivanovii. Auch bei den apathogenen Arten L.
innocua und L. welshimeri sind diese ORFs teilweise zu finden, was darauf schliefen ldsst, dass
LIPI-1 auch in diesen Arten vorhanden war und im Laufe der Evolution deletiert wurde. L. seeligeri
nimmt eine Sonderstellung ein, da sich hier in einer apathogenen Listeria-Art alle Virulenzgene
wiederfinden (siehe auch Text).

In den nicht pathogenen Listeria-Arten ist LIPI-1 bis auf eine Ausnahme nicht vorhanden. Bei
der apathogenen Art L. seeligeri konnte ein zu dem Virulenzgencluster von L. monocytogenes
und L. ivanovii homologer Bereich nachgewiesen werden, der von den Haushaltsgenen prs
und /dh begrenzt wird (Abb. 2.6, [97, 146, 261]). Obwohl die Gene in intakter Form
vorliegen, werden sie aufgrund diverser Insertionen nicht effizient transkribiert (97).
Zwischen plcA und prfA4 liegt ein Open Reading Frame (ORF E), das in entgegengesetzter
Richtung zu plcA und prfA transkribiert wird und so eine bicistronische Transkription von
prfA zusammen mit plcA verhindert, die bei L. monocytogenes und L. ivanovii zu einer
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effizienten Aktivierung der Virulenzgentranskription fiihrt (133, 146, 157). Zudem findet man
zweil weitere ORFs (ORF C und D) sowie Duplikationen der plcA- und plcB-Gene (ORF K
bzw. dplcB, [146, 261]).

Das Virulenzgencluster von Listeria spp. wurde als Pathogenitétsinsel bezeichnet (146, 148,
261). Pathogenitétsinseln (PAls) zeichnen sich nach einer Definition von Hacker et al. (110,
111) durch mehrere charakteristische Merkmale aus: Sie tragen Virulenzgene, oft sogar viele
und sind nur in pathogenen Stimmen einer Art vorhanden. In weniger pathogenen Stimmen
treten sie nur sporadisch auf und fehlen in apathogenen Vertretern einer Art vollig. Zudem
unterscheidet sich der G+C-Gehalt oft im Vergleich zur DNA des restlichen Genoms des
Bakteriums. Oft handelt es sich bei PAIs um grofle chromosomale Regionen, die hiufig
grofBer als 30 kb sind. Sie reprédsentieren kompakte genetische Einheiten, die oft von Direct
Repeats flankiert sind und tRNA-Gene und/oder Insertionssequenz (IS)-Elemente an ihren
Grenzen aufweisen. Haufig sind "Mobilitits"-Gene wie I[S-Elemente, Integrasen,
Transposasen oder Origins of plasmid replication vorhanden. Ein weiteres wichtiges Merkmal
ist die Instabilitdt dieser genetischen Regionen und es kann zu Verlust der Pathogenitétsinsel
durch Deletion kommen.

Der Insertionsort von LIPI-1 in L. monocytogenes, L. ivanovii und L. seeligeri ist in diesen
drei Arten an gleicher Position im Genom zu finden, weist aber keine Spuren von
Mobilititselementen (Integrasen, Transposasen, Insertionssequenzen) und Integrations-
signalen (Direct Repeats, tRNA-Gene) auf. Zudem weicht der G+C-Gehalt nicht von dem des
restlichen Genoms ab. Dies deutet darauf hin, dass LIPI-1 schon vor langer Zeit durch einen
Listeria-Vorfahre erworben wurde oder sich in der Gattung entwickelte (146, 261).

Als weitere Virulenzdeterminanten sind die Internaline von L. monocytogenes anzusehen,
deren Gene bis auf in/C und inlF in Clustern von zwei oder mehreren Genen angeordnet sind
und in gleicher Richtung transkribiert werden (Abb. 2.3). Auch in L. ivanovii findet man
mehrere Internalingene, die zu zweit (i-in/C und i-inlD) oder zu mehreren (i-inlE, F, G) im
Genom vorliegen. Mittlerweile konnte von G. Dominguez-Bernal eine grofle
Pathogenititsinsel (LIPI-2) charakterisiert werden, die zehn Internalingene tragt und
spezifisch fiir L. ivanovii ist (Kap. 5.3, [60]). Auch auf die Internalinloci treffen einige
Merkmale von Pathogenititsinseln zu. So konnte fiir einzelne Internalingene nachgewiesen
werden, dass sie Virulenz-assoziiert sind. Zudem konnten in L. ivanovii in den an die
Internalincluster angrenzenden Bereichen tRNA-Gene identifiziert werden und fiir LIPI-2
schlieBlich erhielt man mehrere spontane Deletionsmutanten mit verringerter Virulenz (60,
68, 96). Da alle Internalingene repetitive DNA-Sequenzen besitzen, die bevorzugte Orte der
Rekombination sind, ist die Diversitit dieser Internalingene vermutlich auf Genduplikationen
und intra- und intergenische Rearrangements zuriickzufiihren. So findet man zum Beispiel in
zwel L. monocytogenes Stimmen am gleichen Genort unterschiedliche Internalingene
(inlG/C2/D/E bzw. inlG/H/E), wobei das Gen inlH vermutlich durch Rekombination des 5’-
Endes von inlC2 und dem 3’-Ende von inlD entstanden ist (Abb. 2.3, [146, 215]). AuBBerdem
konnte in L. ivanovii gezeigt werden, dass das Gen fiir das kleine Internalin i-in/D vermutlich
durch Duplikation des benachbarten Gens i-in/C entstanden ist (68).

Somit stellen die Internalinloci weitere interessante Genombereiche dar, deren evolutiver
Ursprung jedoch noch aufgeklirt werden muss.
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2.5 Regulation der Virulenzgenexpression

Durch Untersuchungen an avirulenten Mutanten, die intakte, aber nicht transkribierte
Virulenzgene besitzen, wurde ein DNA-Bereich in unmittelbarer Ndhe des
Virulenzgenclusters charakterisiert, der die Expression einer Reihe von Virulenz-assoziierten
Genen kontrolliert (37, 184). Dieses pleiotrope Regulatorprotein, das als positiver
Transkriptionsfaktor PrfA bezeichnet wird, ist ein 27,1 kDa schweres Protein und wird vom
im Virulenzgencluster liegenden Gen prf4 codiert (37, 167, 184). PrfA weist signifikante
Homologien zur Crp-Fnr-Familie von globalen Transkriptionsregulatoren auf (119, 156) und
ist ein site-spezifisches DNA-Bindungsprotein mit putativem Helix-Turn-Helix-Motiv (74,
75, 244).

PrfA ist der bisher einzige in Listeria spp. identifizierte Regulator, der direkt an der Kontrolle
der Virulenzclustergene beteiligt ist. Zudem konnte fiir etliche Gene der kleinen Internaline
(inlC von L. monocytogenes, i-inlE von L. ivanovii) gezeigt werden, dass diese strikt PrfA-
abhingig sind. Andere Internalingene wie das in/4AB-Operon werden nur partiell von PrfA
reguliert (61, 67, 146, 171, 222). Auf der anderen Seite gibt es aber auch Virulenzgene, die
vollig unabhingig von PrfA exprimiert werden (z.B. smcL, iap) und auch eine negative
Regulation durch PrfA wurde schon beschrieben (95, 224). Somit scheint PrfA eine Rolle bei
der globalen Regulation in L. monocytogenes zu spielen (260).

Auch in L. ivanovii und L. seeligeri existieren zu PrfA von L. monocytogenes homologe
Proteine, die bis zu 80 % Identitdt zum L. monocytogenes-PrfA aufweisen. In L. ivanovii
findet eine mit L. monocytogenes vergleichbare Regulation der Virulenzclustergene statt, in L.
seeligeri jedoch werden die Virulenzgene nicht exprimiert. Untersuchungen in L. seeligeri
haben gezeigt, dass nur eine dulerst schwache Transkription von prf4 stattfindet, was eine
Ursache fiir die mangelnde Virulenzgenexpression darstellen konnte. Denn bei
Komplementation von L. seeligeri mit dem bicistronisch transkribierten plcA-prf4 aus L.
monocytogenes kommt es zu einer Transkriptionsaktivierung des prf4-Gens von L. seeligeri
und damit zu einer messbaren Synthese von Virulenzfaktoren. So konnte in diesen
komplementierten Bakterien eine verstdrkte Seeligerolysinsynthese und dadurch bewirktes
Entkommen aus dem Phagosom von Darmepithelzellen und Makrophagen beobachtet werden
(133, 157). Somit ist die Avirulenz von L. seeligeri wahrscheinlich auf die Insertion eines
Open Reading Frames (ORF E) zwischen plcA und prfA zuriickzufiihren. Diese Insertion
verhindert so eine effiziente prf4-Transkription und dadurch auch die Expression der
restlichen PrfA-abhingigen Virulenzclustergene (147).

Die von PrfA regulierten Virulenzgene besitzen in der -35-Region ihrer Promotoren eine 14
bp groBe konservierte, palindromische DNA-Sequenz, die sog. PrfA-Box (5’-TTAACA NN
TGTTAA mit NN = AA, TT-3’), die essentiell fiir die Erkennung durch das Regulatorprotein
ist (57, 75, 182, 259). In DNA-Footprinting Experimenten konnte gezeigt werden, dass PrfA
in vitro an die PrfA-Box bindet (52). Es finden sich allerdings leichte Abweichungen in der
Konsensussequenz. Die PrfA-Boxen der Gene hly und plcA entsprechen dem oben
beschriebenen Palindrom, bei den Genen act4 und mpl sieht man einen, bei prf4, inlA und
inlC zwei Basenaustausche (Tab. 2.1).
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Gen | PrfA-Box (mismatches) -10-Box
prfA |aTAACA AT TGTTgT (2) TATTTT
plcA | TTAACA AA TGTTAA (0) TAAGAT
hly TTAACA TT TGTTAA (0) TAGAAT
(1)
(1)

mpl TTAACA AA TGTaAA TATAAT
actA | TTAACA AA TGTTAg GATAAT
plcB - -

inlA |aTAACA TA aGTTAA (2) TATTAT
inlC | TTAACg cT TGTTAA (2) TAACAT

Tab. 2.1: Promotorregionen der PrfA-regulierten Virulenzgene in L. monocytogenes
(nach Kreft et al. [147])
Abweichungen von der Konsensussequenz der PrfA-Box sind mit kleinen Buchstaben
in Fettdruck dargestellt. In Klammern ist die Zahl der Abweichungen (mismatches)
angegeben.

Durch Bindung an diese Zielsequenz und direkte Interaktion mit der RNA-Polymerase
aktiviert PrfA die Expression der Virulenzgene. Dabei wird die Bindungsaffinitit von PrfA
durch die Konsensussequenz der PrfA-Box beeinflusst und ist umso grof3er, je genauer das
Palindrom mit der oben angegebenen DNA-Sequenz {ibereinstimmt. So kann durch
unterschiedliche Bindungsstirke von PrfA eine zeitliche Aktivierung von Virulenzgenen
erfolgen. Gene mit hoher Affinitdt der Promotoren (z.B. Aly und plcB) werden schon bei
niedrigen PrfA-Konzentrationen aktiviert, Promotoren mit geringer Affinitit (z.B. mpl/ und
actA) bendtigen jedoch eine grofBere Menge an PrfA (15, 29, 74, 75, 76, 182, 222, 243, 268).

Mittlerweile wurde ein Modell aufgestellt, wie die Regulation iiber PrfA ablaufen konnte
(147). Hier geht man davon aus, dass PrfA in zwei Zustinden vorliegen kann (funktionell
inaktiv und aktiv) und von dem einen in den anderen Zustand durch Bindung eines bisher
unbekannten Cofaktors iiberfiihrt werden kann. Dieser Cofaktor scheint die aus der Umwelt
erhaltenen Signale zu {ibermitteln und so die Regulation der Virulenzgene tliber PrfA zu
beeinflussen (222, 260, 262). Zudem ist in diesem Modell PrfA stdndig, wenn auch nur in
geringen Mengen im Zytoplasma der Bakterien vorhanden.

prfA bildet zusammen mit plcA das plcA-prfA-Operon und wird entweder konstitutiv von
seinem eigenen Promotor aus oder bicistronisch zusammen mit plcA liber dessen Promotor
cotranskribiert. PrfA stimuliert als positiver Regulator die Transkription von plcA und fordert
somit durch die Cotranskription mit plc4 seine eigene Synthese (Autoregulation) (169, 184).
Die Expression des prf4-Gens erfolgt von drei Promotoren aus. Die Promotoren P1 und P2
befinden sich in der intergenischen Region zwischen plcA und prf4 und sind trotz
unterschiedlicher Regulation in vivo redundant. Weitere Transkription erfolgt liber den plcA-
Promotor durch die Bildung der bicistronischen plcA-prfA-mRNA (34, 75, 76, 184, 218, 219,
262).

Liegt nun kein Cofaktor vor, ist PrfA inaktiv und wird {iber die konstitutiven Promotoren P1
und P2 in der intergenischen Region zwischen plcA und prf4 schwach transkribiert und es ist
nur eine geringe Menge an PrfA-Protein vorhanden. Erhédlt L. monocytogenes nun ein Signal
aus der Umwelt, steigt die Konzentration an intrazellulirem Cofaktor und fiihrt zu einer
Aktivierung von PrfA. PrfA kann nun mit erhohter Affinitdt an die PrfA-Boxen in PrfA-
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regulierten Promotoren binden und induziert die Transkription der PrfA-abhidngigen
Virulenzgene. Zudem wird mittels des vermehrt gebildeten bicistronischen plcA-prfA-
Transkripts durch positive Autoregulation auch mehr PrfA-Protein gebildet, das wiederum die
Synthese der Virulenzgene verstérkt. Diese Transkriptionsaktivierung findet so lange statt, so
lange der Cofaktor im bakteriellen Zytoplasma vorhanden ist und kann aber schnell inaktiviert
werden, wenn die geeigneten Umweltsignale (und damit der Cofaktor) fehlen (260, 262).

Neben der PrfA-abhidngigen Regulation der Virulenzgene scheinen noch weitere Faktoren
beteiligt zu sein, die PrfA unter intrazelluldren Bedingungen aktivieren (16). Hierzu zihlt der
Proteinfaktor Paf (PrfA-activating factor), der bei niedriger Eisenkonzentration im Medium
durch die Bindung an PrfA dessen Bindungsaffinitét erhoht (12, 13, 52).

Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer verstirkten Synthese von PrfA-regulierten
Proteinen unter Stressbedingungen wie Hitzeschock und Néhrstoffmangel kommt. Bei
Uberfiihren einer Listerienkultur von BHI- in Zellkulturmedium (MEM) konnten mindestens
zwOlf Proteine induziert werden, wobei neben den bekannten Virulenzfaktoren fiinf weitere
Oberfliachen-assoziierte Proteine mit bisher unbekannter Funktion nachgewiesen wurden
(250). Zudem fiihrte der Austausch einer Aminosdure (Gly—Ser) im Codon 145 zu einer
konstitutiven Uberexpression aller PrfA-abhingigen Virulenzclustergene und macht das
Virulenzregulon unempféinglich gegeniiber einer Vielzahl von Umweltsignalen (222). Dieses
mutierte PrfA* besitzt eine hohere Bindungsaffinitit fiir spezifische Ziel-DNA-Sequenzen
und erhoht daneben die Fahigkeit des PrfA-RNA-Polymerase-Komplexes, die Transkription
in vitro zu initiieren (260, 262).

Da die Expression der Virulenzgene bei Wachstum in der Natur, dem natiirlichen Habitat von
L. monocytogenes, nicht essentiell ist, und eine Transkription dieser Gene erst bei Infektion
eines geeigneten Wirts notig ist, besitzt dieses Bakterium Mechanismen, um die
Genexpression den gegebenen Umweltbedingungen anzupassen. Verschiedene Faktoren
konnen die Transkription von prf4 und den PrfA-abhédngigen Virulenzgenen beeinflussen:
Temperatur ist einer der Umwelteinfliisse, der in L. monocytogenes die Expression von prf4
induzieren kann. So findet man bei 30°C (Temperatur in Natur) nur eine schwache
Transkription der PrfA-abhingigen Virulenzgene. Bei 37°C (Korpertemperatur des
Saugerwirts) hingegen wird die Expression dieser Gene aktiviert. Der genaue Mechanismus
dieser Regulation ist jedoch noch nicht bekannt (169). Auch das Néhrstoffangebot beeinflusst
die Genexpression von L. monocytogenes. So findet in dem Vollmedium BHI bei 37°C nur
eine schwache Transkription der Virulenzgene statt verglichen mit einem BHI-Medium, das
mit Aktivkohle versetzt wurde. Hier kommt es zu normalem Wachstum der Bakterien, die
Expression der Virulenzgene ist aber stark erhoht (221, 222, 223, 224). Eine #hnliche
Induktion kann auch beobachtet werden, wenn in BHI-Medium gewachsene Listerien in das
Zellkulturmedium MEM transferiert werden. Hier findet allerdings kein Wachstum der
Bakterien statt, die Transkription der Virulenzgene ist jedoch verstarkt (15, 250).

Somit besitzt L. monocytogenes komplexe Regulationsmechanismen, um auf Umweltreize
reagieren zu konnen und kann die Expression seiner Virulenzgene iiber die Regulation von
PrfA an die gegebenen Umstdnde anpassen.
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Zielsetzung

L. ivanovii zeigt bei Kultur auf Blutagar einen deutlich von L. monocytogenes abweichenden
hdmolytischen Phédnotyp. Wihrend bei L. monocytogenes nur eine schwache Hamolyse -
verursacht durch das im Virulenzgencluster codierte Himolysin Listeriolysin - zu detektieren
ist, findet man bei L. ivanovii einen starken Lysishof. Die starke Himolyse bei L. ivanovii
wird bewirkt durch ein zusitzliches Zytolysin, eine Sphingomyelinase C (SMase, [142, 258)),
die auBer bei L. ivanovii in keiner anderen Listeria-Art zu finden ist (95).

Im Gegensatz hierzu zeigt die L. ivanovii-Mutante 44/2 nur eine schwache himolytische
Aktivitdt. Dieser Stamm wurde bei der Suche nach phénotypisch verdnderten Klonen einer
Mutantenbank identifiziert, die durch Insertion des Transposons Tn/545 hergestellt wurde
(234). Die Mutante ist avirulent im Mausmodell (Kreft, unverdéffentlicht) und besitzt keine
Sphingomyelinase-Aktivitit mehr (143). Untersuchungen des spanischen Kooperations-
partners in Madrid zeigten dann spater, dass die Sphingomyelinase-Defizienz jedoch nicht auf
einer Insertion von Tn/545 in dem betreffenden Gen beruht. Vielmehr liegt in 44/2 eine
spontane Deletion eines groferen Chromosomenabschnitts vor, der neben dem
Sphingomyelinase-Gen smcL unter anderem die Gene fiir die beiden kleinen sekretierten
Internaline i-InlE und i-InlF umfasst.

In Madrid konnten durch G. Dominguez-Bernal aus der Arbeitsgruppe von J.-A. Vazquez-
Boland noch weitere spontane Mutanten desselben Typs isoliert werden, die ohne vorherige
Transposonmutagenese entstanden sind. Hierzu wurde L. ivanovii ATCC19119 unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen kultiviert und auf verdnderten hiamolytischen
Phénotyp hin untersucht (60).

So wurde L. ivanovii z.B. in BHI-Medium bei einer suboptimalen Wachstumstemperatur
(30°C) inkubiert und nach Ubergang in die stationire Phase (d.h. alle 12 Stunden) wiederholt
subkultiviert. Durch diese Wachstumsbedingungen konnte die L. ivanovii-Deletionsmutante
GD-1 erhalten werden.

Ein weiterer Ansatz wurde in BHI-Medium fiir einen Monat in der stationdren Phase unter
extremem Temperaturstress (41,5°C) kultiviert, was die Mutante GD-3 lieferte.

Der in den genannten Mutanten spontan deletierte Chromosomenabschnitt wurde zunéchst
smcL-Locus genannt. Er weist eindeutig einige Eigenschaften einer Pathogenititsinsel auf:

— Er enthidlt Virulenz-assoziierte Gene, denn wie oben erwidhnt, konnte bei der
Transposonmutante 44/2 gezeigt werden, dass diese aufgrund einer Deletion avirulent
geworden war. Auch eine Deletion von i-in/E oder/und i-inlF fiihrte zu volliger Avirulenz
von L. ivanovii im Mausmodell.

— Er ist nur in einer pathogenen Art, ndmlich bei L. ivanovii zu finden. Das smcL-Gen
konnte mittels Southern Blot nicht bei den anderen Listeria-Arten nachgewiesen werden
und ist auch nicht in der Genomsequenz von L. monocytogenes EGDe zu finden.

— Die Region, die das Sphingomyelinase-Gen beinhaltet, ist instabil, was am Auftreten
verschiedener spontaner Deletionsmutanten deutlich wird.
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Dieses interessante und reproduzierbare Deletionsereignis, sowie die davon betroffenen Gene,
sollte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von J.-A. Vazquez-Boland genauer
untersucht werden. Zunéchst sollten die Grenzen der Deletion charakterisiert werden, um
nach fiir Pathogenitétsinseln typischen Strukturen wie Direct Repeats, tRNA-Genen,
Insertions- (IS-) Elementen und "Mobilitits"-Genen wie Integrasen oder Transposasen zu
suchen. Anschlieend sollte der gesamte deletierte Bereich der moglichen Pathogenitétsinsel
sequenziert werden, um die darauf liegenden Gene charakterisieren und eventuell neue
Virulenz-assoziierte Gene auffinden zu konnen.

Mogliche neu identifizierte Gene sollten nachfolgend mit Hilfe der Methode der RT-PCR
unter verschiedenen Kulturbedingungen untersucht werden, um Aufschliisse {iber die
Transkription und Regulation dieser Gene zu erhalten.

Ferner sollte ein neues genetisches Markierungssystem entwickelt werden, um die
Deletionshédufigkeit des in dieser Arbeit charakterisierten Bereichs genauer bestimmen zu
konnen.
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3 Material
3.1 Gerite

Autoklaven
Begasungsbrutschrinke
Brutschrianke
Densitometer
Elektrophoresekammern
Elektroporationsgerit
Feinwaage

Grobwaage

Heizblock
Klettphotometer
Kiihlzentrifuge

Magnetriihrer
Mikroskope
Mikrowellengerét
Minizentrifuge

Netzgerat

PCR-Gerit

pH-Meter

Photometer (DNA/RNA)
Photometer (opt. Dichte)
RNA-FastPrep
Schiittelinkubatoren
Speedvac-Konzentrator
Sterilbanke
UV-Fotoanlage

Vortex

Wasserbad

Zahlkammer
Zentrifugationsrotoren

3.2 Verbrauchsmaterial

Chemikalien

Webeco

Heraeus

Heraeus, Memmert

Hirschmann

Institutswerkstatt

Bio-Rad Gene Pulser

Sartorius

Sartorius

Liebisch

Summerson

Heraeus Sepatech Minifuge RF,
Beckmann J 2-21

Gerhardt

Zeiss, Leitz

Siemens

Hettich Mikroliter,

Heraeus Sepatech Biofuge 15
Consort E455

Techne Progene

WTW pH 523 Metrohm-Herisau
Pharmacia Biotech Genequant 11
Pharmacia LKB Ultrospec 111
FastPrep FP 120 Shaker Bio Savant
HT Infors AG

Eppendorf Concentrator 5301
Heraeus

Mitsubishi

Scientific Industries Vortex Genie 2
GFL

Neubauer improved

Beckmann JA 20

Die benétigten Chemikalien wurden von den Firmen Boehringer, Difco, Gibco-BRL, Merck, Oxoid, Roth, Serva

und Sigma bezogen.

Enzyme

Die verwendeten Enzyme stammten von den Firmen Amersham, Appligene, Biozym, Boehringer, Gibco-BRL,
New England Biolabs, MBI-Fermentas, Pharmacia, Promega, Roche, Silverstar, Stratagene und Takara.

Zellkulturmaterial

Die Zellkulturmedien wurden von der Firma Gibco-BRL bezogen.
Steriles Einwegmaterial stammte von den Firmen Falcon, Greiner, Millipore und Sarstedt.

Trypsin aus Rinderpankreas lieferte die Firma Gibco.
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3.3 Medien und Agarplatten

Die Medien bzw. Agarplatten werden nach den aufgefiihrten Rezepten zusammengestellt und autoklaviert (20
min. bei 120°C). Nach dem Abkiihlen auf unter 50°C werden Zusétze wie Antibiotika oder X-Gal/IPTG steril

zugesetzt und die Agarplatten gegossen.

LB-Medium: Bacto-Pepton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g
NaCl 100 g
ad 1000 ml HyOgest.
LB-Agar: Auf 1000 ml LB-Medium werden 15,0 g Agar zugesetzt.

LB-Platten mit X-Gal/IPTG: Nach dem Autoklavieren werden 50,0 mg IPTG in 2 ml X-Gal (2% in

DMFA) gelost und bei einer Agartemperatur unter 50°C  steril
zugegeben.
BHI (brain heart infusion broth medium): BHI 370¢g

ad 1000 ml H,Oyeq:.

BHI-Agar: Auf 1000 ml BHI-Medium werden 15,0 g Agar zugesetzt.

Gradientenplatten

Wenn keine genaue Angabe vorhanden ist, welche Antibiotikumkonzentration die zu untersuchenden Bakterien
noch tolerieren, so kann man dies durch sog. Gradientenplatten testen. Hierzu werden zunichst je 10 ml Agar
mit Antibiotikum in Petrischalen gegossen und diese zum Erkalten schrig aufgestellt, so dass der Boden der
Schalen am einen Ende gerade noch mit Agar bedeckt ist. Nach dem Erstarren dieser Schicht werden nochmals
je 10 ml Agar ohne Antibiotikum in die Petrischale gegossen und diese ohne Schriglage bis zum Erkalten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dadurch, dass das Antibiotikum nach dem Erstarren auch in die Schicht ohne
Antibiotikum diffundiert, entstehen Platten mit einem gleichméiBigen Antibiotikumgradienten (Abb. 3.1):

Agar ohne AB
Agar mit AB

max. Konz.

Antibiotikum 0 >
Abb. 3.1: Aufbau einer Gradientenplatte

Auf diese Platten werden nun die zu testenden Bakterien linienformig entlang des Gradienten ausgestrichen und

tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachfolgenden Tag kann anhand des Wachstums der Bakterien die
Antibiotikumkonzentration bestimmt werden, die die Bakterien gerade noch tolerieren.

3.4 Antibiotika

Antibiotika werden entweder in Ethanol und/oder H,Og. gelOst. Antibiotika, die ausschlieBlich in HO ey,
aufgenommen werden, miissen steril filtriert werden. Die Antibiotikalosungen werden bei -20°C gelagert.

Antibiotikum Stammldsung Endkonz. Selektion
Ampicillin 100 mg/ml in HyOgerit 100 pg/ml E. coli
Chloramphenicol | 30 mg/ml in 100 % EtOH | 30 pg/ml E. coli
5 pg/ml Listeria spp.
Erythromycin 100 mg/ml in 100 % EtOH | 400 pg/ml E. coli
5 pg/ml Listeria spp.
Gentamycin 50 mg/ml in HyOgerq) 15 pg/ml Listeria spp.
10-100 pg/ml | (bei Zellkulturversuchen)
Kanamycin 50 mg/ml in HyOgerq) 80 pg/ml E. coli
25 pg/ml Listeria spp.
Penicillin G 5 mg/ml in HyOyeris 10 pg/ml kompetente Listeria spp.

Tab. 3.1: Verwendete Antibiotika und eingesetzte Konzentrationen
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3.5 Zelllinien

Die Infektionsessays wurden in folgenden permanenten Zelllinien durchgefiihrt:
MDBK Epithelzellen (Rind)

TIB-73 Hepatozyten (embryonale Maus)

J774 Makrophagen (Maus)

ATCC: American Type Culture Collection, USA

3.6 Plasmide

pBR322 Q-Km2: pBR322-Derivat mit Q-Km?2 (aphA-3-Km®-Gen aus Tnl545, flankiert von DNA-Sequenzen,
die fiir Transkriptions- und Translationsterminatoren codieren), kloniert in die EcoRI-site von
pBR322
Herkunft Q-Km?2 J. Perez-Casal (205)

pCR®-2.1-TOPO: Klonierungsplasmid (3,9 kb); pUC18-Derivat; MCS im lacZo-Fragment
f1 origin, ColE1 origin; Amp" und Km®
Hybridisierungsstelle fiir Reverse und Universal Primer
Herkunft Invitrogen (TOPO TA-Klonierungskit)

pG'hostd: Mutageneseplasmid (~ 3,8 kb); pGK 12-Derivat; MCS aus pBluescript
(pVE6004) gram’, temperatursensitiver Origin aus pVE6002 (bei 28°C aktiv, iiber 37,5°C inaktiv); Em" aus
pE194
"broad host range" in gram" Bakterien; kann auch in E. coli replizieren
Bindungsstelle fiir Bluescript T3 und Universe Primer
Herkunft E. Maguin, "Institut National de la Recherche Agronomique", Frankreich (176, 177)

pWH354: Konstrukt (6516 bp) zur Untersuchung der induzierbaren Expression von Fremdgenen in B. subtilis
ori pBR322, ori pUB110; Km"; Cm® aus pC194
tragt Tnl0-codierten tet-Operator und fetR-Gen zur Kontrolle der Transkription und zwei xyl/tet-
Fusionspromotoren vor dem Cm-Gen, um eine starke fet-regulierte Cm-Expression zu erhalten
Herkunft W. Hillen, Erlangen (115)

pWHI1509E: Mutageneseplasmid (6885 bp)
ori pBR322, temperatursensitiver Origin aus pE194; Em", Amp® und Tc*
Herkunft W. Hillen, Erlangen (115)

pWHI1509K: Mutageneseplasmid (6811 bp)
ori pBR322, temperatursensitiver Origin aus pE194; Km®, Amp® und Tc®
Herkunft W. Hillen, Erlangen (115)
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3.7 Bakterienstaimme

Escherichia coli DHSo:: F-, end Al, hsdR 17, supE44, thi-1, rec A1, gyr A96, rel Al
Herkunft Bethesda Res. Lab. (BRL)

Escherichia coli K12 5K: ;. m,”, thi, leu, hsr, hsm, lac

Escherichia coli TG: repA+, Kan®, sup E Ahsd-5 thi A(lac-proAB)
F’ [traD36 pro AB" lacl? lacZ AM15]
Herkunft E. Maguin, Ph. D., "Institut National de la Recherche Agronomique",
Frankreich (176, 177)

Escherichia coli TOP10: aus OneShot™-Transformations-Kit des TOPO TA Cloning®-Kits (Invitrogen); fiir
blau/weil-Screening ohne IPTG
F mcrd A(mrr hsd RMS mcrBC) @80 lacZ AM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu) 7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG

Listeria innocua CLIP11262: durch das Institute Pasteur, Paris sequenzierter L. innocua-Stamm;
Genomsequenz zugingig unter http://genolist.pasteur.fr/ListiList

Listeria ivanovii ATCC 19119: Typstamm
héimolytisch, Sphingomyelinase’, Lecithinase’, prfA4”, ilo*, plcA", liactA"
Herkunft American Type Culture Collection (ATCC), USA

Listeria ivanovii GD-3: verdnderter hamolytischer Phianotyp, Sphingomyelinase’, i-inlE", i-inlF"
Herkunft Dissertation G. Dominguez-Bernal (60), "Coleccion del Grupo de Patogenesis
Molecular Bacteriana", Veterindrmedizinisches Institut der Universitidt Madrid

Listeria ivanovii P-24: hamolytisch, Phianotyp siche L. ivanovii ATCC 19119
klinisches Isolat
Herkunft Neuseeland

Listeria ivanovii P-55: hémolytisch, Phénotyp siehe L. ivanovii ATCC 19119
klinisches Isolat, Spanien
Herkunft J.-A. Vazquez-Boland, "Coleccion del Grupo de Patogenesis Molecular
Bacteriana", Veterindrmedizinisches Institut der Universitdt Madrid

Listeria ivanovii PDC22: L. ivanovii ATCC 19119 Aprfd
Herkunft Dissertation Robert Lampidis (157)

Listeria ivanovii subsp. londoniensis: Phénotyp siche L. ivanovii ATCC 19119
Herkunft J.-A. Vazquez-Boland, "Coleccion del Grupo de Patogenesis
Molecular Bacteriana", Veterindrmedizinisches Institut der Universitat
Madrid

Listeria monocytogenes Sv 1/2a EGDe: schwach himolytisch (Hly™"); pathogen
Herkunft Hahn, Berlin
fiir das "Listeria Genome Sequencing Project" verwendeter
Ausgangsstamm, Genomsequenz verfligbar unter
http://genolist.pasteur.fr/ListiList

Listeria seeligeri SLCC 3954: Herkunft Seeliger Listeria Culture Collection
J.-A. Vazquez-Boland, Madrid

Listeria welshimeri SLCC 5334: Typstamm, Serovar 6a
Herkunft Seeliger Listeria Culture Collection
J.-A. Véazquez-Boland, Madrid
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3.8 Oligonukleotide

| Oligonukleotid Sequenz 5'— 3'-Richtung Gen/Bezugssequenz
3’tet Nrul< AGC GAG AAG AAT CAT AAT GG pWH-Konstrukte, pWH
5’tet HindIII> TGT TTG ACA GCT TAT CAT CG pWH-Konstrukte, pWH
91-1 AAG TGT TGT GGG TGA AGG yxkD L. monocytogenes
91-2 AGT CTG TGA CGA TTA TTT CG yxkD L. monocytogenes
92-1 TAA GTA TGT AGA CAT AAG yxkD L. monocytogenes
92-2 AAC TTG ATA TAG TTC TGC yxkD L. monocytogenes
AP1 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C Genome Walking Kit
AP2 ACT ATA GGG CACGCG TGG T Genome Walking Kit
ark4 890 TGC GTC ACCTTC AACACAC ORFIC L. ivanovii
ark4 1528 TGA ATG GGA TAA GAT GGT G ORF9B L. ivanovii
arkS 807 AATTTC GACCGACTATCAT ORF9 L. ivanovii
ark5 1749 TGC AGA CCA GTT GAC ATT G ORF9A L. ivanovii

Bluescript T3

AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG

MCS pBluescript

CATC ATA GGC CTA ATG ACT GGC pWH-/pGHost-Konstrukte, xyltet-cat
CATCI1 ATG GCT CGA TTG GCT CGA GAA G pWH-/pGHost-Konstrukte, xyltet-cat
CATN TTT TCT CTT CCA ATT GTC pWH-/pGHost-Konstrukte, xyltet-cat
CO3 CGC GGA TGA ATT CGATAA G hly L. monocytogenes

CO4 GTC ATA CCC GGG AAA TCA ATG hly L. monocytogenes

CORF3 ACCTTT CCA AGT CGT TITACTG ORF3 L. ivanovii

CORF3* ACC AAATCCGACTTITATGC ORF3 L. monocytogenes, L. innocua
CORF3*rev GCA TAA AGT CGGATTTGG T ORF3 L. monocytogenes, L. innocua
CORF4 CTT AAG CCT CGT GTC GGC GC ydel L. ivanovii

CORF4.1 TGA TTT GCC TTG CAG CTT GCA CAT TTT CGG ydel L. ivanovii

CORF4.1/rev CCG AAA ATG TGC AAG CTG CAA GGC AAA TCA ydel L. ivanovii

Eco-SM1 GTT GGG ATA AAA CGG AAG GAA smcL L. ivanovii

ED-4 TCG AAT TGG GAT TGG GTT ATC norA L. ivanovii

ED-4.3 AAA TCT TTG ATG TGA AGG GC nord L. ivanovii

ED-4.4 TTT TCT GTC TCA GCA GCG TG ORF10 L. ivanovii

ED-5 AAG GTT GCT GGC ATG GAA AG ORF8 L. ivanovii

ED-5.1 TTC CAA CGA CCG TAC CTT TC rnaH L. ivanovii

ED-5.2 AGT TAC TTT ATA GAG TGG AC ORF8/9 L. ivanovii

ED-5.3 TCA ATG AAA TAT CTC ACC TG ORF8/9 L. ivanovii

ED-6 ACA CGA TTT CTT CCT CTT CG ORF9/9A L. ivanovii

ED-6.1 TGT GCT AAA GAA GGA GAA GC ORF9/9A L. ivanovii

ED-7 TGC CAA AAT ACT ACT AGT ACC ORFIC L. ivanovii

ED-7.1 ACG GTT TTA TGA TGA TCA TGG ORFIC L. ivanovii

Em3 AGG TGT AT TTC GTA ACT GCC Em" pHPS9,...

FI-4 TCT ACT TTA CTC TCA GG ORF3 L. monocytogenes, L. innocua
G-1 AAG CTG GCT AGA TTT GAC TTG iinlG L. ivanovii

G-2 AAG CCC TTC AAG AGA TTT GAC iinlG L. ivanovii

GD3-1 ATC ACA AAC AGG AAG TGG rnaH L. ivanovii

GD3-2 ACC AGC TAC ATC TGT TGC rnaH L. ivanovii

hlyl ATG AAA AAA ATA ATGCTA G hly L. monocytogenes

hly2 AAA TGT TGA ATT GAG CAA C hly L. monocytogenes

hly/HindIII TTC CAT CTG TAT AAG CTT TTG AAG hly L. monocytogenes

hly/Nrul AGT CTA CCA ATT TCG CGA CAA AC hly L. monocytogenes

hly/Xhol AGT TGC AAG CGC CTC GAG TGA ATG C hly L. monocytogenes

hly/Xho2 TGG CAA ATC AAT CTC GAG TGT TA hly L. monocytogenes

iap-C AAC AGT TGG AGC AGG GGC AGG iap L. ivanovii

i-inlC-C TTT CCC CAA CGC TTA TAT ACT C iinlC L. ivanovii

i-inlC-N GAA GTA TTG TGG CGC TTG GC iinlC L. ivanovii

i-inlD-C TCC TTG GCA ATT TTC TAATGC C iinlD L. ivanovii

i-inlD-N AGA TAT TAG TTC GCT TGT TCA TG iinlD L. ivanovii

i-inlE-C GTG TCA ATG GCT GTT TCA CC iinlE L. ivanovii

i-inlE-N GGA ACT AGA TAG CGT ACA AGG iinlE L. ivanovii

iinlE-N/rev CCT TGT ACG CTA TCT AGT TCC iinlE L. ivanovii

iinlF3 TCG TAT TTA ATG GTG TGG TTA TC iinlF L. ivanovii

i-inlF-C ATA ACC ACA CCA TTA AAT ACG AC iinlF L. ivanovii

iinlG-N ATG AAA ACT AGC ATA GTT ACA AC iinlG L. ivanovii

i-inlG/smcL-1 ACA AAT GAT AGC ATT AGA GGG C iinlG/smcL L. ivanovii
i-inlG/smcL-2 ACT TAA GCC CTC TAA TGC TAT C iinlG/smcL L. ivanovii

iinlH1 TAA ATA TTA GCA CAA AAA CCT ACC iinlH L. ivanovii

iinlH2 TTA ACC AAA CTT TAC CAG CAG C iinlH L. ivanovii

i-inlH/G-1 AGA GAA TTG TGC ACA GTG GC iinlH/G L. ivanovii

i-inlH/G-2 AGC CAC TGT GCA CAA TTC TC iinlH/G L. ivanovii

i-inlH/G-3 TGT GAT ACC AAC CGG AAA GG iinlH/G L. ivanovii

iinl12 ATG TTG GTA AAA CACGTACCAC iinll L. ivanovii

iinlK1 AGT AAT AAC TAT TAC TGA AAC TGC iinlK L. ivanovii
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iinlL1 ACG ATG ATT AAC AAG ACT GTG C iinlL L. ivanovii

iinlL2 ATA AAG CCA CAG ACT CCA GC iinlL L. ivanovii

ilol ATG AAA AAA ATAATGCTAC ilo L. ivanovii

ilo2 TAA CAT TGA ATC TCG CAA C ilo L. ivanovii

ilo-C TCT CGC AAC ATA GGC ACC GG ilo L. ivanovii

ilo/HindIIT TTC CAT CCG AGT AAG CTT TAG AAG ilo L. ivanovii

ilo-N AAA CTT GCA AGC GCT GGG CG ilo L. ivanovii

ilo/Nrul AGT TTA CCG TTA TCG CGA GAA GC ilo L. ivanovii

ilo/Xhol ACT TGC AAG CGC CTC GAG TAA ATG C ilo L. ivanovii

ilo/Xho2 AGG CAA ATC AAT CTC GAG TGT AA ilo L. ivanovii

Ino2 ACT AGC ACT CCA GTT GTT AAAC iap L. innocua

inter9/10-1 TTG GCA TAA CGG CTG CTA AC ORF9B L. ivanovii

iva | CTA CTC AAG CGC AAG CGG CAC iap L. ivanovii

Li-inlC AAA AAA GGT TAA CAG AG iinlC L. ivanovii

Li-inlC1 TAA GTA TAC AAA GGG AC iinlC L. ivanovii

Li-inlD GGA TAT GAA AGT AGT TAAG iinlD L. ivanovii

Li-inIDK CAC TTT TAT TAA CGG CG iinlD L. ivanovii

Li-inIDN TTC GCT TGT TCA TGT ACC G iinlD L. ivanovii

Li-inlE AGA GAA ATT TTC AGA AAG G iinlE L. ivanovii

Li-inlE1 AGA AGT GCT ATT TTT AG iinlE L. ivanovii

Li-inlF GTG GAT ATT TAG TTA GG iinlF L. ivanovii

Li-inlFK AAA CCC TTA AAA AGA GC iinlF L. ivanovii

Li-inlG TTT AAA GGA (GC)TA AGA TC iinlC, D, F L. ivanovii

Li-inlG1 TTC AAT GGA GTA ATA TC iinlE L. ivanovii

LIPI2-0 ATC ATT CTG TGG TAC GTG ydel/ORFS L. ivanovii

LIPI2-0K TGG TGC ATC ACA AAA ACC ORF6 L. ivanovii

LIPI2-1.1 AAC GGA GCG CAT ATC GAA GC ORF6 L. ivanovii

LIPI2-1.2 TGA ACA TAG CGC ATT TCG ORF6 L. ivanovii

LIPI2-2.1 CCA CCA GTC AAT TCA TTT GC ORF7 L. ivanovii

LIPI2-3 ACG CAT TAA AGC TGC AGC AAT TTA TGG GC rnaH L. ivanovii

LIPI2-3K AAT CTT GCA TTT CCT CTG GC rnaH L. ivanovii

LIPI2-4 TAC TGG TCG CGC GGG AAA CAG TGG AAA AGC rnaH L. ivanovii

LIPI2-4.1 TAA AAG TGG CAA ATC GCG rnaH L. ivanovii

LIPI2-4K AGC ACA GCT GGT CCT TTA CC rnaH L. ivanovii

LIPI2-5 AGG ACC AGC TGT GCT TGA AAT GAT GCG rnaH L. ivanovii

LIPI2-5.1 AAG CTC GTG GCG AAA AGC TG rnaH L. ivanovii

LIPI2-5K TCT AGC CAA TAA GTG CAG ORFS8 L. ivanovii

LIPI2-5K.1 AGC ACA AAT ACC AGC ATC CG ORF8/9 L. ivanovii

LIPI2-6 CCT GAG AAA GAG AAA AGC TTG TTG CGA G ORF9A L. ivanovii

LIPI2-6K TAC CGC AGC GAT ACT TCC ORF9A L. ivanovii

LIPI2-7 ATT TTG CGC CTA CGA CCA TAA ACA CG ORF8/9 L. ivanovii

LIPI2-7.1 ACT AAA ACG CGG ATG CTG G ORF8/9 L. ivanovii

LIPI2-7K TTC CTA ACA GTG ATA GGG ORF9/9A L. ivanovii

LIPI2-7K.1 TGG TGG AAC TCT TCT AGG ORF9/9A L. ivanovii

LIPI2-9 TCA TAC GCG GTG AAT ATCG ORF9A L. ivanovii

LIPI2-10 TGG AAC GAC AAT ACA TGA TGG nord L. ivanovii

LIPI2-11 ATA CAT GAT GGA TTT CGC CC nord L. ivanovii

LIPI2-12 TGA TGG ATT TCG CCC ATA ATA TAA GACC nord L. ivanovii

LIPI2-13 ATA AAA CTT TTC ACA GTC CAA G norA L. ivanovii

LIPI2-14 ACG ATT GAC GCT ACT CGC AG downst. ORF11 L. ivanovii

LIPI2-17 AGA CAT AAG AAT CTT CCA GTC C ORF11 L. ivanovii

LIPI2-18 TAA AGC TCA GCA CTG GTC TG ORF11 L. ivanovii

LIPI2-19 ATT GGG TGC AAT CTG TAC GC downst. ORF11 L. ivanovii

LiPURS ATT TGA AAC TCG AGA GCG TTT AGC TGC C purH L. ivanovii

LiPUR6 GCT AAA CGC TCT CGA GTT TCA AAT GTT G purH L. ivanovii

LislB TTA TAC GCG ACC GAA GCC AA iap Listeria

LSPRC AAC TGC TGA GCT ATG AGC prfA L. seeligeri

LSPRN TAT TTC TGC ATG AAG GGG prfA L. seeligeri

Lsydel AGA ATC TTT AAA ATG TGG AAG CC Genome Walking ysnB-ydel L. seeligeri
Lsyde2 AAA CTG CCA AAA CAC GGC ACT CC Genome Walking ysnB-ydel L. seeligeri
Lsysnl TGT TAC AGT TAC TGG ATA CGT C Genome Walking ysnB-ydel L. seeligeri
Lsysn2 ATT CGA ATT CCA AAT GAC GAA GGC Genome Walking ysnB-ydel L. seeligeri
Lwydel AGG TCA CAC AT GAA AGA AAT TC Genome Walking ysnB-ydel L. welshimeri
Lwyde2 TAT TAA AGC ATT GAT AGC GTG AG Genome Walking ysnB-ydel L. welshimeri
Lwysnl TGG AGG TAA AGG AAA TGG CTT GG Genome Walking ysnB-ydel L. welshimeri
Lwysn2 ATT CCA ATA ATG GCT GTT CCA GC Genome Walking ysnB-ydel L. welshimeri
M13 Forward GTT TTC CCA GTC ACG AC TOPO TA-Vektor

M13 Reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC TOPO TA-Vektor

MonoA CAA ACT GCT AAC ACA GCT ACT iap L. monocytogenes

MonoB GCA CTT GAA TTG CTG TTA TTG iap L. monocytogenes

mpl-C1 TTT TTT CTG TAA TTT TTA TTT GAT TA mpl L. monocytogenes

mpl-C2 GAC CGA TGG CTT CAA ATG C mpl L. monocytogenes, L. ivanovii

mpl-C3

ACT TCC GGC TCA GCA AAA AT

mpl L. monocytogenes
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mpl-N TGT AAA GGT AAA AGC GGA CTC TG mpl L. ivanovii

norA-1 GAG GAA TGT GAG TAC ACT GG norA L. ivanovii

norA-2 ATC GGG ACT TTA CTT GCC AG norA L. ivanovii

norA-3 CTT AAA ACT CGC TGA CGT CC norA L. ivanovii

norA-N CAG TGT ACT CAC ATT CCT CG norA L. ivanovii

norA-N2 TTA CTT ATA TAT GCC GAC CAT TG norA L. ivanovii

norA-N3 AGA TAA ACA ACA AAGTTA ATC AATG norA L. ivanovii

NORF3 ATG TCT ACC AAT AGC AAG GC ORF3 L. ivanovii

NORF3* ATT CGA CTA TTG GGA AGT ORF3 L. monocytogenes, L. innocua
NORF3*rev ACT TCC CAA TAG TCG AAT ORF3 L. monocytogenes, L. innocua
NORF4 CGA AGT AGA AGC TGC AGG TC ydel L. ivanovii

omega-1 CGG TTT ACA AGC ATA AAGC pWH-/pGHost-Konstrukte, QKm

omega-1/rev

GCT TTA TGC TTG TAA ACC G

pWH-/pGHost-Konstrukte, QKm

omega-lrev/Bam

GCT TTA TGC TTG GAT CTC G

pWH-/pGHost-Konstrukte, QKm

omega-lrev/Bam*

GCT TTA TGC TTG GGA TCC G

pWH-/pGHost-Konstrukte, QKm

ORF5/6

AGT TAC TCC AGG ATG GTA GAC

ORF5/6 L. ivanovii

ORF5-C TGC CAA CCA ATA CCA AAG CG ORFS5 L. ivanovii
ORF5-C1 TGG CAT GAT GAC TGT ACC AC ORFS L. ivanovii
ORF5-N TGA CTT TCC GGA CAC AAT CC ORFS L. ivanovii
ORF5-N1 TCG AGG AGG AGT TCC AAT GG ORF5 L. ivanovii
ORF6-C TCG ATA TGC GCT CCG TTC TC ORF6 L. ivanovii
ORF6-C2 AAT TGC GCA CAT GCT GCT CC ORF6 L. ivanovii
ORF6-N TTG TGA TGC ACC ACT GAC AG ORF6 L. ivanovii
ORF6-N2 TCA AGG TTT TTG TGA TGC ACC ORF6 L. ivanovii
ORF7-N ATA CCA TAT TTG TTC CCC TAG G ORF7 L. ivanovii
ORF7-N2 AAG CCC CCA AAA CAA GGA GG ORF7 L. ivanovii
ORFS8-C AAA TCT CCT TGT TTG GTG ATG C OREFS8 L. ivanovii
ORF9A-N TTG CTT TAA TAC CTG CAATTG C ORF9A L. ivanovii
ORF9B-N ACT AAC TCT AAG GTG CTA TGC ORFI9B L. ivanovii
ORF9-C TGA GGT ACT TAC CTA GGC AC ORF9 L. ivanovii
ORF9-C2 TTT TCA TGA TAG TCG GTC GAA A ORF9 L. ivanovii
ORF9-C3 GAA GGC ATA CTT GAT TTT AAG AAA A ORF9 L. ivanovii
ORF9C-C ACA GTT CTT GTA TCG GAC TAT C ORFIC L. ivanovii
ORF9-N ACA AAC AAG TCC GTG GAT GG ORF9 L. ivanovii
ORF9-N2 CCA TTC CAA CTT CCC ATC CA ORF9 L. ivanovii
ORF9-N3 TGG ATG GGA AGT TGG AAT GG ORF9 L. ivanovii
ORF10-C TGG TAA AGT AGT TTG CTT GCC ORF10 L. ivanovii
ORF10-C2 TTG CTT GCC ATC TAC TAA TTA AAT ORF10 L. ivanovii
ORF10-N TTA TTA TTA GTT ACA GCA GCA GG ORF10 L. ivanovii
ORF10-N2 ACG ATA TAT CCT GCT GCT GTA ORF10 L. ivanovii
ORF10-N3 ATA AAT TAT TAT TAG TTA CAG CAG C ORF10 L. ivanovii
ORF11-N ATT ATG ACA TAC TTG ATA ACT ACG ORF11 L. ivanovii
P60REV GTT ACT TTA AGG CAT GCA TTA TAC GCG ACC iap L. ivanovii
GAA
PI-5 TCT GAC CCA ACA TCC GTA CTA iinlG L. ivanovii
PI-9 CAC TGC TCA ATT AGT TCG CTT iinlG L. ivanovii
PI-10 TTC TGT TAG ACT TGC TGC TGG iinlH L. ivanovii
PI-12 AAC AAC TCT TCT AAT TTA GTG iinll L. ivanovii
PI-17 TCC ATT GCA TCT AAA GTT TCC iinlJ L. ivanovii
PI-22 TGT GGC GTG TTT GAA CAC AAG iinlJ L. ivanovii
PI-26 CAG ATA AGA GCG TTA GTG GAC iinlJ L. ivanovii
PI-30 ACT TTA TCA TAG TGC TCG GTG iinlB L. ivanovii
PI-32 AGG AAC ACT TTC AGT TTA TGC iinlB L. ivanovii
PI-36 TAA GGA GTG AAG CGC AGT GAG iinll L. ivanovii
PI-45 GCA TTA CCT CTT TCA ACT CTC iinlK L. ivanovii
P1-47 TCA CAT CTA TGG AAG GAG TGC iinlL L. ivanovii
PI-50.1 AGC AGT GAA CCT AAG TAC GAG iinlB2 L. ivanovii
PI-57 CCA GAT TAA TGG ACT TAT ATC C iinlB2 L. ivanovii
PI-62 GTT TGG TTG ATA TAC AAC TGG iinlL L. ivanovii
PI-66 CCG TAT CCA ATG CCA ATT AGT iinlK L. ivanovii
PI-66.1 ATT TGC TAA AGC TCG ATC TGG iinlK L. ivanovii
PI-72 ATT TAT CAA GTT TAC TTA AAC TC iinlB2 L. ivanovii
PI-81 CAA ACA/C GAA AAT GTG CAA GCT G ydel L. ivanovii
PI-82 TTC ATG GAC CGA GAT GAC AACG ysnB L. ivanovii
PI-X GTG TTA CAG AGG TTG TTT CAC iinlH L. ivanovii
plcA-bi TGT AGG AGT ACGAGG ACTTGG C plcA L. ivanovii
plcA-C AAG TCC TCG TAC TCC TAC AGC GG plcA L. ivanovii
plcA-N CCT ACA CTA AAA GAG CTC CGC GG plcA L. ivanovii
pleB-C5 AAG CTG TAT TGA GCT TAT CCT C pleB L. ivanovii
plcB-N TCT CTG ATG AAA GTA AAT GCC TGC pleB L. ivanovii
Poly-Q GAA TTC CCG GGG ATC CGG TG QKm
prfA-bi GAA ATC TGC TTG AGC GTC C prfA L. ivanovii

prfA-C

GCT AAC AGC CGA ACA ATG TGC

prfA L. ivanovii
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prfA-N GTC TGG TTC CCT TGA TAC AGG prfA L. ivanovii
PURI AGA CAC TTC ATC CCG GGA TTC ATG G purH L. monocytogenes, L. ivanovii
PUR4 TTT ACT GCA ACT GAA GCT TGC TCC G purH L. monocytogenes
PURS TTT TGA AAC TCG AGA ACG TCT AGC TGC G purH L. monocytogenes
PUR6 GCT AGA CGT TCT CGA GTT TCA AAA GTAG purH L. monocytogenes
PUR7 ATT CAC TAG CAA GCT TAA GGG CTG C purH L. monocytogenes, L. ivanovii
PURS ACA TAT GGA (AT)GC TAT TGC purH L. monocytogenes, L. ivanovii
PURY AAA (AG)GC TGC ATC TTG GTG purH L. monocytogenes, L. ivanovii
PURI10 TTC CCG AAA TGC TTG ATG G purH L. monocytogenes
PURI1 TTT CAT CCG CTT CAT AGG C purH L. monocytogenes
pWHI1 TTT GGG GTT ATT TAG GGG AG pWH-Konstrukte, pWH
pWH2 TTT CTC CCC TAA ATA ACC CC pWH-Konstrukte, pWH
pWH3 TTA ATA AAT TAA AGC GAG AG pWH-Konstrukte, pWH
pWH4 TCG CTT TAA TTT ATT AAC CTC pWH-Konstrukte, pWH
pWHS ATA CTG ATA CAG AAG GTA GG pWH-Konstrukte, pWH
pWHG6 ACC TTC TGT ATC AGT ATC CC pWH-Konstrukte, pWH
pWH7 ATA GGC GTA TCA CGA GGC CC pWH-Konstrukte, pWH
pWHS AAA GGG CCT CGT GAT ACG CC pWH-Konstrukte, pWH
pWH9 AAT TTG AGC GTG TGG GAC AG pWH-Konstrukte, pWH
pWHI10 TCC CAC ACG CTC AAA TTT GG pWH-Konstrukte, pWH
pWH/HindIII AGC CTC GCG TCG GGG AAG CTT GGT G pWH-Konstrukte, pWH
rnaH-C CGT AAA GTA AAA GGT AGA C rnaH L. ivanovii
rnaH-N TTG TGG CAA AAT CAC AAA CAG G rnaH L. ivanovii
rnaH-N2 TTC CTT TTG AAC AGG TGT CG rnaH L. ivanovii
rnaH-N3 TTC ATG TCA GTC CTC ATT TCC rnaH L. ivanovii
SACT 17 GAT TCA ATG ACT ACGCCA G act4 L. ivanovii
SACT 18 TAA TTT CCT CTT GCC CGA G actA L. ivanovii
smcl ATG GAA AAATTT AAAATTA smcL L. ivanovii
Siwi2 TAA CTG AGG TAG C(AGT)A GCG AA iap L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri
smc2 AAT AGG CCA CTG GCT AACG smcL L. ivanovii
smc2* TCG TTG GAT CCC AAG TAG CC smcL L. ivanovii
smc-C AGC TAA CAT TTA AAA GCT TAA ACA TATC smcL L. ivanovii
smc-C (neu) ATC GAA TTA GTT GTG GGA TCC smcL L. ivanovii
smc-N TAT AAA AAC AAT ACC CGG GAT ATG CG smcL L. ivanovii
smc/Xhol ACG GAA GGA AAT TAC TCG AGT TTT GC smcL L. ivanovii
smc/Xho2 TTC CAA AGC AAA ACT CGA GTA ATT TCC smcL L. ivanovii
SOD-C GTT CCC AAA CAT CTA AGCC sod L. mono., L. ivanovii, L. seeligeri
SOD-N CTT ATG ATG CTT TGG AGC CG sod L. mono., L. ivanovii, L. seeligeri
SPM-S GCC GGA GAG AGC TAA CATTTA smcL L. ivanovii
TETC TTG AAT TGA TCA TAT GCG G pWH-/pGHost-Konstrukte, fetR
TETN ACA CTC TAT CAT TGA TAG AG pWH-/pGHost-Konstrukte, fetR
TetR1 TTG ACA TTA TAT CAT TCA TAG ACT TAT TTG TC pWH-/pGHost-Konstrukte, tetR
TetR2 AAA TAA GTC TAT GAA TGA TAT AAT GTC AAC AA  pWH-/pGHost-Konstrukte, tetR
TetR3 TTG ACA TTA TAT CAT TCA TAG ACT TAT TTG TCA  pWH-/pGHost-Konstrukte, fefR
AAC
TetR4 AAA TAA GTC TAT GAA TGA TAT AAT GTC AAC pWH-/pGHost-Konstrukte, fetR
AAA AAG
TetR-C AAT TCA TCG ATA ACT CGA GAT CTT GG pWH-/pGHost-Konstrukte, fetR
TetR-C2 TCG AGA TCT TGG TTA CCG TG tetR
TetR-N AGT TTT TCA TGA ACT CGA GGG GAT CC pWH-/pGHost-Konstrukte, tezR
TetR-N* AGT TTT TCA TGA ACT CGA GGA GAT CTA AAT pWH-/pGHost-Konstrukte, fetR
TetR-N2 AGG GGA TCC AAA TAA AAA ACT AG tetR
TOPO T7 TAC GAC TCA CTA TAG GGC GA TOPO TA-Vektor
UnilisA GCT ACA GCT GGG ATT GCG GT iap Listeria
Universe GTA AAA CGA CGG CCA GT MCS pBluescript
VBOT CGT TCG CAT CGC CAT ATC GCG AAA ATG CCC Vektorette
TCG CGC ATC TCG AGG ATC CTA TTC GC
VBOT1 CGT TCG CAT CGC CAT ATC GCG AAA ATG CCC Vektorette
TCG CGC ATC TCG AG
VPRIM GCC ATA TCG CGA AAA TGC CC Vektorette
VTOP GCG AAT AGG ATC CTC GAG ATG CGC GAT ACG Vektorette
TAA CGT AGC TCT ACA AGA TGC GAA CG
VTOP1 GAT CCT CGA GAT GCG CGA TAC GTA ACG TAG Vektorette
CTC TAC AAG ATG CGA ACG
xyltet TTT GGA TCC CCT CGA GTT CAT G pWH-/pGHost-Konstrukte, xyltet-cat
ydel-C3 AGG CGT TAA AGC TTC GAA TGC ydel L. ivanovii
ydel-C4 TTT TGC AGC ACC AAA ACA ATC ydel L. ivanovii
ydel-N AAA CCA AGC AAC TGG CAA GC ydel L. ivanovii
ydel-N2 TAA CAA GGT TTG CCC CAT TTG ydel L. ivanovii
ysnB-C3 TAG TTC GTT GTC ATC TCG GTC ysnB L. ivanovii
ysnB-C3/rev GAC CGA GAT GAC AAC GAA CTA ysnB L. ivanovii
ysnB-C4 ACC GAG ATG ACA ACGAACTAAC ysnB L. ivanovii
ysnB-N AAT GAT TGG GTA GGT GAA GTA G ysnB L. ivanovii
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3.9 Molekulargewichtsstandard

1 kb-DNA-Ladder (Stratagene)

1 pg/Spur aufgetragen

Bande [kb] |Bande [kb] |Bande [kb]
1 12 6 6 11 1,5
2 10 7 5 12 1,0
3 9 8 4 13 0,75
4 8 9 3 14 0,5
5 7 10 2 15 0,25

Gibco-BRL DNA-Marker (Gibco)

1 pg/Spur aufgetragen

Bande [bp] [Bande [bp] |Bande [bp] |Bande [bp]
1 9162 6 4072 11 506 16 201
2 8144 7 3054 12 396 17 154
3 7126 8 2036 13 344 18 134
4 6108 9 1636 14 298 19 75
5 5090 10 1018 15 220

3.10 Kits

ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer)
Amersham GFX™ Micro Plasmid (Amersham)

DNA-firee™ Kit (Ambion)

Expand™ High Fidelity PCR System (Boehringer Mannheim / Roche)
Expand™ Long Template PCR System (Boehringer Mannheim / Roche)
E.ZN.A." Bacterial RNA Kit (PEQLAB)

GeneAmp” XL PCR Kit (PE Applied Biosystems)

JETprep Plasmid DNA Isolation and Purification-Miniprep-System (Genomed)
LA PCR Kit (TaKaRa)

Nucleobond® AX Purification of Plasmids (Macherey-Nagel)

QIAquick™ Gel Extraction Kit (QIAgen)

QIAquick™ PCR Purification Kit (QIAgen)

Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit (BioRad)

RNeasy Mini Kit (QIAgen)

TOPO TA Cloning® (Invitrogen)

Universal GenomeWalker™ Kit (Clontech)
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4 Methoden
4.1 Molekulargenetische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, stammen die hier angefiihrten Methoden aus dem Laborhandbuch Sambrook et
al. (231). Die genannten Puffer und Losungen werden, wenn nicht anders vermerkt, autoklaviert (20 min. bei
120°C).

4.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
Plasmidisolierung: Midiprep

Mit dem Kit Nucleobond” AX Purification of Plasmids (Macherey-Nagel) kann die Plasmid-DNA aus 100 ml
Bakterien-Ubernachtkultur isoliert werden.
Die Durchfiihrung erfolgte genau nach dem Protokoll des Herstellers.

Isolierung von Plasmid-DNA: Miniprep

Um Plasmid-DNA in kleinerem MaBstab zu isolieren, wurde aus 1 — 2 ml Bakterien-Ubernachtkultur mit dem
Kit Amersham GFX™ Micro Plasmid (Amersham) bzw. JETprep Plasmid DNA Isolation and Purification-
Miniprep-System (Genomed) DNA isoliert.

Die Durchfiihrung erfolgte genau nach der Anleitung des Herstellers.

Da fiir Sequenzierungsreaktionen saubere Plasmid-DNA eingesetzt werden muss, wurde in diesem Fall die

Plasmid-DNA mit dem Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit (BioRad) isoliert.
Die Durchfiihrung erfolgte genau nach dem Protokoll des Herstellers.

4.1.2 Isolierung chromosomaler DNA aus Listerien

DNA-Isolierung mit TES und Lysepuffer (72)

20 x SSC: NaCl 1753 ¢g
Trinatriumcitrat 882 ¢g
ad 1000 ml HzodeionA

TES: Tris/HCIpH 8,0 30 mM
NaCl 50 mM
EDTA pH 8,0 5mM
Saccharose 20 %
Losung I: Lysozym 25,0 mg
(frisch ansetzen)  TES 1,0 ml
Lysepuffer: Tris/HCIpH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
SDS 1%
Losung II: Proteinase K 0,5 mg
(frisch ansetzen)  Lysepuffer 1,0 ml

e man zentrifugiert 10 ml einer Ubernachtkultur ab (6000 rpm; 4°C; 10 min.) und wischt das Pellet in 5 ml 0,1
% SSC-Losung (6000 rpm; 4°C; 10 min.)

e das gewaschene Pellet wird in 0,5 ml Losung I aufgenommen und 45 min. lang bei 37°C geschiittelt

e danach erfolgt die Zugabe von 4,5 ml Losung 11
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e nach einer weiteren Inkubation von 45 min. bei 37°C (ohne Schiitteln) erfolgt die Phenolisierung; es werden
5 ml Phenol zugegeben, durch vorsichtiges Invertieren gemischt und abzentrifugiert (5000 rpm; 4°C; 30
min.)
dieser Schritt wird wiederholt (2-3 x), bis keine weille Interphase mehr zu erkennen ist
nun nimmt man die obere (wissrige) Phase mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze ab, vermischt sie mit 5
ml Phenol/Chloroform 1:1 (v:v) und zentrifugiert 20 min. bei 5000 rpm und 4°C

e die wissrige (obere) Phase wird mit 5 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24 + 1) extrahiert (5000 rpm; 4°C; 20
min.), um das Phenol restlos zu entfernen

e anschlieBend wird der Uberstand abgenommen, mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (oder 3 M
Kaliumacetat) und demselben Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt
die Fillung erfolgt UN bei -20°C
nach dem Abzentrifugieren (6000 rpm; 4°C; 30 min.) wird das Pellet kurz mit 70 % EtOH gewaschen (6000
rpm; 4°C; 10 min.) und in der Speedvac getrocknet
das Pellet 16st sich UN in 100 ul HyOyjon, bei 4°C
nach photometrischer Bestimmung der DNA-Konzentration (Kap. 4.1.6) und Kontrolle auf einem Agarosegel
(Kap. 4.1.7) wird die chromosomalen DNA bei 4°C gelagert

Mit dieser Methode erhdlt man saubere, hoch molekulare chromosomale DNA. Weniger aufwendig sind die
beiden niachsten Methoden, die jedoch weniger viskose und stirker verunreinigte chromosomale DNA liefern.

DNA-Isolierung mit TNE und TNEX (105)

TNE: Tris/HCl pH 8,0 10 mM
NaCl 10 mM
EDTA pH 8,0 10 mM

TNEX: TNE + 1% TritonX-100

Enzyme (Stammldsungen): Lysozym 100 mg/ml
RNase 20 mg/ml

Proteinase K~ 20 mg/ml

e man zentrifugiert 1,5 ml einer Ubernachtkultur ab (10000 rpm; RT; 10 min.) und wischt das Pellet mit 0,5 ml
TNE (10000 rpm; RT; 5 min.)
das Pellet wird in 270 ul TNEX resuspendiert
man gibt 30 pl Lysozymldsung und 2 pl RNase zu und inkubiert 1-2 h bei 37°C
nach 1-2 h werden 25 pl Proteinase K zugegeben und 3-4 h bei 55°C unter gelegentlichem Invertieren
inkubiert, bis die Losung vollstindig klar ist

e anschlieBend wird die Losung mit 1/20 Vol. 5 M NaCl und 500 pl 100 % EtOH versetzt und die DNA durch
Zentrifugation gefillt (15000 rpm; 4°C; 10 min.)
das Pellet wird 2x mit 70 % EtOH gewaschen (15000 rpm; 4°C; 10 min.) und in der Speedvac getrocknet
zum Losen der DNA resuspendiert man das getrocknete Pellet vorsichtig in 100 pl HyOg4e. und bewahrt die
chromosomale DNA bei 4°C auf

DNA-Isolierung mit DNA®zol

Enzymlésung:  Lysozym (100 mg/ml) 20 pl
(frisch ansetzen) Proteinase K (20 mg/ml) 25 ul
ad 1 ml H2Odest4

e man zentrifugiert 1-2 ml einer Ubernachtkultur ab (10000 rpm; RT; 10 min.), resuspendiert das Pellet mit 50
pl Enzymlésung und inkubiert 30 min. bei 37°C

e nach erneuter Zentrifugation (10000 rpm; RT; 10 min.) werden ca. 20-30 mg Pellet in 1 ml DNA®zol mit
abgeschnittener Spitze resuspendiert (nicht vortexen!)
zur Losung werden 500 pl 100 % EtOH gegeben
nach vorsichtigem Mischen mit abgeschnittener Spitze féllt die DNA sofort aus und kann mit einer
Pipettenspitze bzw. Glashaken aufgewickelt und in 95 % EtOH iiberfiihrt werden

e die DNA wird kurz (5 min.) bei 15000 rpm und 4°C abzentrifugiert und das Pellet in der Speedvac
getrocknet

e anschliefend 16st man das Pellet in 50 ul 8 mM NaOH und zentrifugiert nochmals unldsliche Reste ab,
sobald die DNA gel6st ist (10000 rpm; RT; 10 min.)

e zum Neutralisieren der DNA werden 4,5 pl 0,1 M HEPES (pH 8,2) zugebeben und die DNA bei 4°C gelagert
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4.1.3 RNase-Behandlung von DNA

RNase-Stammlésung: 15 mg/ml in H,O
(aus Pankreas) nach DNase-Zerstorung Aliquots bei —20°C aufbewahren

e die RNase-Stammldsung wird zundchst fir 15 min. bei 100°C zur Zerstérung von DNasen inkubiert,
anschlieBend aliquotiert und bei —20°C aufbewahrt
e man setzt die RNase 1:10 (1 pl RNase auf 10 ul DNA) ein und inkubiert 30 min. bei 56°C

4.1.4 Reinigung von DNA

Phenolisierung
Um eine wissrige DNA-Losung von Proteinen zu reinigen, wird die Methode des Phenolisierens angewendet:

e die DNA-L&sung wird mit dem gleichen Volumen an Phenol/Chloroform 1:1 (v:v) versetzt und gevortext

e die Phasentrennung erfolgt durch Zentrifugation (10000 rpm; RT; 5 min.)

e dic obere wissrige Phase wird abgenommen, mit dem gleichem Volumen an Chloroform versetzt und erneut
zentrifugiert (10000 rpm; RT; 5 min.)

e die obere wissrige Phase wird abgenommen und daraus die DNA gefillt (Kap. 4.1.5)

Reinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden unter Verwendung des QIAquick PCR Purification Kits (von QIAgen) gereinigt.
Ebenso kann der QIAquick PCR Purification Kit auch zur Reinigung von Verdaus angewendet werden.

Die Durchfiihrung erfolgte genau nach dem Protokoll des Herstellers.

4.1.5 DNA-Fallung

e die DNA-Losung wird mit 1/10 Volumen Na-Acetat (3 M, pH 4,8) und 2,5 Volumen 100 % EtOH gemischt
(alternativ kann statt 100 % EtOH 0,8 Volumen n-Isopropanol zugegeben werden)

e nach einer Fillungszeit von 30 min. bei -80°C wird 15 min. lang bei 4°C abzentrifugiert (15000 rpm)

e das Pellet wird mit 70 % EtOH gewaschen, in der Speedvac getrocknet und in H,Oy.s; aufgenommen

e die Aufbewahrung der DNA erfolgt bei -20°C (Plasmid-DNA, PCR-Produkte) bzw. 4°C (chromosomale
DNA)

4.1.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentration und Reinheit (= Proteinfreiheit) kann mittels Messung der optischen Dichte am
Photometer bestimmt werden. Die Bestimmung der DNA-Konzentration beruht darauf, dass Nukleinsduren ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm besitzen.

e die DNA-Probe wird 1:100 mit HyOg.g. verdiinnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm gemessen
e die Konzentration der DNA wird nach folgender Formel berechnet:

DNA-Konzentration [pg/ml] = OD;69 iy X Verdiinnungsfaktor x 50 (dsDNA)
OD>60 um X Verdiinnungsfaktor x 30 (ssDNA)

Der Quotient (Ratio) aus OD,/ODyg gibt Auskunft iiber die Reinheit und sollte zwischen 1,5 und 2,0 liegen.
Erhélt man Werte < 1,6, so sind in der DNA noch Phenolreste oder Proteinverunreinigungen vorhanden. Liegt
die Ration bei 2,0 oder dariiber, enthilt der gemessene Ansatz RNA-Reste.
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4.1.7 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Verschieden groBBe DNA-Fragmente konnen mittels der Gel-Elektrophorese aufgrund ihrer elektrischen Ladung
aufgetrennt werden. Das dem Agarosegel zugesetzte Ethidiumbromid lagert sich in die dsDNA ein. Unter einer
UV-Lampe werden so fluoreszierende DNA-Fragmente in Form von Banden sichtbar.

Das Wanderungsverhalten der DNA héngt ab von:

= Grdfe der dsDNA

Die Wanderung zur Anode ist umso langsamer, je groBer das DNA-Fragment ist.

= Konformation der dsDNA

Die relaxierte DNA wandert langsamer als die ringformige superhelicale Form.

= Agarosegelkonzentration

Es konnen je nach Agarosegelkonzentration 0,2 bis 20 kb groBe DNA-Fragmente aufgetrennt werden. Ein
1%iges Agarosegel eignet sich zur Auftrennung von DNA-Fragmenten im Bereich von 0,4 bis 6 kb.

= Stromstirke; Puffer

Puffer fiir Agarosegel-Elektrophorese

50 x TAE-Puffer: Tris 2420¢g
Eisessig 57,1 ml

EDTA 0.5 M, pH 8.0 100 ml

ad 1000 ml HzOdem

5 x TBE-Puffer: Tris 54,0 g
Borsédure 275¢g

EDTA 0.5 M, pH 8.0 20,0 ml

ad 1000 ml HyOgeion

Ethidiumbromid-L.ésung: 10 mg/ml HyO geion,
lichtgeschiitzt bei 4°C lagern
Vorsicht! EtBr ist mutagen und toxisch!

10 x Probenpuffer: Bromphenolblau 0,01 g
Xylen Cyanol FF 0,02 ¢

Saccharose 40¢g

ad 10 ml Hzodeion‘

(bei 4°C lagern)

Herstellung eines 1%igen Agarosegels

e als Laufpuffer dient 1 x TAE oder 0,5 x TBE

e in 100 ml Laufpuffer wird 1,0 g Agarose kurz aufgekocht, bis sich die Agarose vollstindig geldst hat

e nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C gieBt man das Gel in eine Gelkammer mit eingesetztem Kamm und lasst es
30-45 min. bei RT auspolymerisieren

e die DNA-Proben werden mit 1/10 Vol. Probenpuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert

e die Elektrophorese erfolgt bei einer Spannung von 100 V fiir 1,5 h

e das Gel wird nach der Elektrophorese in einer Ethidiumbromid-Losung (ca. 300 ml Laufpuffer + 30 pl
Ethidiumbromid-Ldsung) fiir ca. 15 min. gefarbt

e nach dem Férben betrachtet man das Gel unter einer UV-Lampe (300 nm) und fotografiert die aufgetrennten
DNA-Fragmente

Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente aus einem Agarosegel zu eluieren wurde der QI4Aquick Gel Extraction Kit (von QIAGEN)
verwendet.

Die Durchfiihrung erfolgte genau nach dem Protokoll des Herstellers.
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4.1.8 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR ermoglicht die Anreicherung von DNA-Bereichen mit definierter Sequenz und Lénge in einem
mehrfach wiederholten Kreisprozess. In der PCR kommen hitzestabile DNA-Polymerasen aus thermophilen
Bakterien zum Einsatz, wie z.B. die Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus, Tfl-Polymerase aus Thermus flavus
und Tth-Polymerase aus Thermus thermophilus. Diese Polymerasen sind auch nach mehrfachem Erhitzen bis auf
94°C noch aktiv. Als Template kann gereinigte chromosomale DNA, isolierte Plasmid-DNA oder Bakterien-
Zelllysat dienen. Die DNA-Polymerase bendtigt einen kurzen doppelstringigen Bereich als Primer. Der zu
amplifizierende Bereich wird von zwei Oligonukleotiden (Primern) flankiert, die jeweils an einen der beiden
DNA-Strénge binden.

Folgende Schritte werden dabei wiederholt:

Denaturierung: die doppelstrangige Ausgangs-DNA (dsDNA) wird durch Erhitzen auf 94°C in Einzelstrang-
DNA (ssDNA) iiberfiihrt

Annealing: Anlagerung eines bzw. mehrerer (i.d.R. zwei) fir die Zielsequenz spezifischen Primer an die
komplementire ssDNA; die gewéhlten Annealingtemperaturen liegen zwischen 48°C und 58°C und
sind von der Schmelztemperatur und der Homologie der Oligonukleotide zum DNA-Template
abhingig.

Elongation: Kettenverlangerung, d.h. Vervielfaltigung der zwischen den Primern liegenden DNA-Sequenz an
den 3°-OH-Enden der Primer durch die thermostabile DNA-Polymerase bei 72°C; die
Elongationszeit sollte ungeféhr 1 min. pro kb betragen.

Um die Bildung unspezifischer PCR-Produkte zu vermeiden, sollte der Ansatz erst in den Thermocycler, sobald
dieser eine Temperatur von mindestens 80°C anzeigt.

Standard-PCR-Ansatz: DNA (Plasmid- oder chromosomale) 100 - 500 ng
Silverstar Polymerase Puffer 10 x 10,0 ul
MgCl, 25 mM 6,0 ul
dNTPs 20 mM 1,0 pl
Primer I (0,5 pg/ul) 1,0 pl
Primer II (0,5 ng/pl) 1,0 pl
Silverstar Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul

ad 100 pl HyOyerit

Standard-PCR-Bedingungen:
94°C / 3 min. first step delay

94°C/ 1 min. Denaturierung
54°C/ 1 min. Annealing 30 Zyklen
72°C/ 1 min. Elongation

72°C / 3 min. last step delay

Bei der Auswahl der Oligonukleotide sollten folgende Kriterien beachtet werden:

GC-Gehalt ca. 50 %

ideale Lénge 18 - 28 bp

palindromische Sequenzen vermeiden

Homologien der Primer zueinander vermeiden

G oder C am 3’-OH-Ende zur Stabilisierung des in der PCR entstehenden Hybrids, jedoch lingere GC-
Abfolge am 3’-OH-Ende vermeiden

444038

Anhand einer Faustformel kann man die Schmelztemperatur (T,,) der Primer errechnen:
Tp=2°Cx(A+T)+4°Cx (G+C)
Die optimale Annealingtemperatur liegt 2 - 5°C unter dem niedrigeren beider errechneter Schmelzpunkte.

Diese Faustregel gilt allerdings nur fiir Primer mit ca. 18 - 24 Nukleotiden.
Wenn unspezifische PCR-Produkte gebildet werden, sollte die Annealingtemperatur angehoben werden.
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PCR mit Bakterienlysat
Der Einsatz von Lysat-DNA eignet sich hervorragend zum spezifischen Test mehrerer Klone mittels PCR:

e cin bzw. mehrere Klone (bei Sammel-PCR) werden in 50 pl HyOges gelost und 10 min. bei 110°C gekocht
e anschlieBend werden die Zelltriimmer abzentrifugiert (15000 rpm; RT; 5 min.) und der Uberstand fiir die
PCR eingesetzt (5 - 10 pl Lysat fiir ein PCR-Ansatzvolumen von 100 pl)

Touchdown-PCR

Um in einer PCR die Spezifitdt der PCR-Produkte zu erhohen und eine groflere Ausbeute dieser Produkte zu
erhalten kann die Methode der Touchdown-PCR angewendet werden. Zudem eignet sich diese Methode auch fiir
PCRs mit Oligonukleotiden, die stark unterschiedliche Schmelztemperaturen (T,,) haben.

Dabei handelt es sich um eine Standard-PCR, bei der die Annealingtemperatur pro Zyklus abgesenkt wird. Man
startet die PCR 2 - 3°C iiber der bisher ermittelten Annealingtemperatur und senkt sie dann in den ersten 10 - 15
Zyklen pro Zyklus um 0,2 - 0,5°C. So begiinstigt man das Annealing der Primer bei hohen Temperaturen, was zu
grofer Spezifitdt der PCR-Produkte fiihrt. AnschlieBend werden nochmals 10- 15 Zyklen mit der urspriinglich
ermittelten Temperatur durchgefiihrt.

In dieser Arbeit wurde die Methode der Touchdown-PCR hauptsichlich angewendet um mit L. ivanovii-
spezifischen Oligonukleotiden auch bei anderen Listeria-Arten PCR-Produkte zu erhalten ("Briicken"-, ysnB-
ydel-, iinlG-PCRs)

4.1.9 Reamplifikation von PCR-Produkten

Oft erhdlt man in PCR nur schwache Banden, deren Menge nicht fiir weitere Klonierungen oder
Sequenzierungen ausreicht. Um mehr PCR-Produkt zu erhalten, kann man diese schwachen PCR-Produkte
reamplifizieren.

Hierzu wird das PCR-Produkt als Template fiir eine weitere PCR verwendet:

e man verdiinnt das PCR-Produkt 1:50 und setzt von dieser Verdiinnung 1 — 3 pl fiir eine zweite PCR mit
gleichen Primern und PCR-Bedingungen ein

Wichtig bei dieser Methode ist, dass man in der ersten PCR ein sauberes PCR-Produkt erhalten hat, da
Nebenbanden in der zweiten PCR mit amplifiziert werden.

Sollte dies nicht der Fall sein, konnen die PCR-Produkte mit Hilfe eines Polyacrylamid-Harnstoff-Gels zunéchst
aufgetrennt und anschliefend fiir eine zweite PCR eingesetzt werden.

Herstellung eines 6%igen Polyacrylamid-Harnstoff-Gels

Polyacrylamid-Harnstoff-Gel: Harnstoff 10,63 g
(1 mm dick, Format wie SDS-PAGE)  Wasser 10,00 ml
10 x TBE 2,50 ml
40 % Acryl/Bisacrylamid 3,75 ml
16 % APS 175 pl
Start der Polymerisation:
TEMED 25 ul
10 x TBE-Puffer: Tris 108,0 g
Borsédure 550¢g

EDTA 0.5 M, pH 8.0 40,0 ml
ad 1000 ml Hzodeion‘
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e zu Beginn werden zwei Glasplatten (ca. 10 x 10 cm) mit 100% EtOH geséubert und anschlieBend nochmals
mit Aceton gereinigt

e man legt die beiden Glasplatten aufeinander, fligt am linken und rechten Rand ca. 1 mm dicke Spacer ein und
bereitet die Gelapparatur vor

e nun wird der Harnstoff in einem Erlenmeierkolben abgewogen, Wasser und 10 x TBE zugegeben und die
Ldsung so lange auf einen Magnetriihrer gestellt, bis sich der Harnstoff vollstindig geldst hat

e Acryl/Bisacrylamid und APS werden zugegeben und die Losung durch einen Faltenfilter filtriert, um
unlosliche Reste zu entfernen

e mit der Zugabe von TEMED startet man die Polymerisation und gieft das Gel in die vorbereiteten
Glasplatten

¢ nach dem Einsetzen des Kamms sollte das Gel mindestens 1 h auspolymerisieren

e die PCR-Proben werden mit 1/10 Vol. Probenpufter (Kap. 4.1.7) gemischt und in die Geltaschen pipettiert

e man ldsst das Gel mit 1 x TBE als Laufpuffer ca. 1 h bei 110 V laufen, bis die zweite (hellblaue) Front das
Ende erreicht hat

Silberfiarbung des Polyacrylamid-Harnstoff-Gels

Férbelosung: MilliQ-H,O 250 ml
AgNO; ca. 500 mg
Formaldehyd (37 %) 300 pl
Entwickler: MilliQ-H,O 250 ml
N32C03 6,0 g

Formaldehyd (37 %) 300 pl

e nach Ende des Gellaufs wird das Gel fiir 20 min. in 10 % Essigsdure gelegt (Taumler)

e anschliefend wischt man das Gel 3 x je 2 min. mit MilliQ-H,O

e zum Farben wird das Gel fiir 30 min. in Farbelosung gelegt und danach 1 x mit MilliQ-H,O gewaschen

e nach Uberfiihren des Gels in einen neuen Behilter wird der Entwickler zugegeben und sobald Banden
sichtbar werden wieder entfernt

e anschliefend inkubiert man das Gel fiir 15 min. in 10 % Essigsédure, dann 2 h in MilliQ-H,0O

e das fertig gefarbte Gel wird auf eine Glasplatte gelegt, in Frischhaltefolie eingewickelt und tiber Nacht zum
Trocknen im Kiihlschrank gelassen

e am nichsten Tag wird die gewiinschte Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein PCR-Cap
iiberfiihrt

e nach Zugabe der PCR-Reagenzien (100 pl-Ansatz) wird eine PCR durchgefiihrt und die gewiinschte Bande
reamplifiziert
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4.1.10Rekombinante PCR (272)

Mit Hilfe der rekombinanten PCR konnen im Bereich der fiir die PCR eingesetzten Oligonukleotide
Basenaustausche eingefiithrt werden und so Mutationen oder neue Schnittstellen erzeugt werden. Hierzu wahlt
man zwei Primer aus, die die gewiinschten Basenaustausche in ihrer Sequenz enthalten. Mit diesen wird dann
eine Standard-PCR (Kap. 4.1.8) durchgefiihrt und man erhilt ein PCR-Produkt mit verdnderter Sequenz im
Bereich der gewihlten Oligonukleotide.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf diese Weise verschiedene Inserts fiir die pWH- bzw. pGHost-Konstrukte
hergestellt, die dann aufgrund neu eingefiihrter Restriktionsschnittstellen an ihren Enden in die Shuttle-Vektoren
kloniert werden konnten.

Zudem wurden in den Shuttle-Vektoren selbst neue Restriktionsschnittstellen eingefiihrt, wofiir folgende
Methode der rekombinanten PCR angewendet wurde (Abb. 4.1):
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Abb. 4.1: Schematischer Uberblick iiber die Methode der rekombinanten PCR
* symbolisiert die Mutagenesestelle.
Primerl ist komplementir zu Primer2, Primer3 ist komplementar zu Primer4.
Die dick gezeichneten Linien kennzeichnen die homologen Enden.

Es werden 4 komplementire Primer mit den gewiinschten Basenaustauschen ausgewihlt und so zwei lineare
Fragmente mit homologen Enden synthetisiert. Zunidchst wird die Plasmid-DNA mit geeigneten
Restriktionsenzymen verdaut (Kap. 4.1.11), um durch Linearisierung eine spétere Transformation des
Ausgangsplasmids zu verhindern. Dann erfolgt eine Standard-PCR (Kap. 4.1.8) mit den Oligonukleotiden 1 und
4 bzw. 2 und 3 (Abb. 4.1) und die entstandenen Fragmente werden nach Reinigung (Kap. 4.1.4) ohne vorherige
Ligation gemeinsam in E. coli transformiert (Kap. 4.1.15), wo die Rekombination der linearen Produkte in vivo
stattfindet. So entsteht wieder ein zirkuldres Plasmid, das an der Bindungsstelle der Primer nun die gewiinschten
Basenaustausche besitzt.
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4.1.11 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Bestandteil des Restriktions-/Modifikations-Systems, das Bakterien vor der
Aufnahme artfremder DNA schiitzt, gleichzeitig aber genetische Variabilitit durch die Aufnahme fremder DNA
in niedriger Frequenz gewéhrleistet. Die verwendeten Typll-Restriktionsendonukleasen ermdglichen das
Sequenz-spezifische Schneiden von dsDNA. Je nach Restriktionsenzym werden verschiedene
Pufferbedingungen (1 x oder 2 x) und optimale Temperaturen (37°C oder 30°C) bendtigt. Ein Unit
Restriktionsenzym spaltet bei optimalen Reaktionsbedingungen 1 pg DNA pro Stunde. Man unterscheidet den
partiellen Verdau, bei dem geringe Enzymmengen eingesetzt werden, und den vollstindigen Verdau, bei dem
ein Uberschuss an Restriktionsenzym eingesetzt wird. Allerdings sollte die eingesetzte Enzymmenge nicht 1/10
des Gesamtvolumens iiberschreiten, weil sonst eine Inhibition der Enzymreaktion durch zu hohe
Glycerinkonzentrationen stattfinden konnte.

One phor all Puffer 10 x:  Tris-Acetat (pH 7,5) 100 mM

(Pharmacia) Mg-Acetat 100 mM
K-Acetat 500 mM

RNase-Stammldsung: 1 mg/ml HyOgeion
10 min. bei 100°C zur DNase-Inaktivierung, langsam abkiihlen lassen und bei -20°C
lagern

Verdau von Plasmid-DNA

Standardansatz: Plasmid-DNA 5pul (ca. 1 pg)
One phor all Puffer 10 x 2/4 ul (je nach Enzym)
RNase Sul
Restriktionsenzym 1 -2 pl (ca. 10 - 20 Units)

ad 20 lvll HZOsleril
Der Verdau inkubiert 1 bis 2 h bei gewohnlich 37°C (Ausnahme: Smal inkubiert bei 30°C).

Anschlieend erfolg die Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms fiir 20 min. bei 65°C bzw. 30 min. bei 85°C
(abhingig vom Restriktionsenzym).

Verdau chromosomaler DNA

Standardansatz: chromosomale DNA 30 ul (ca. 5 pg)
One phor all Puffer 10 x  6/12 pl (je nach Enzym)
RNase S5ul
Restriktionsenzym 6 - 10 pl (ca. 80 Units)

ad 60 Ml HZOsteril

Die Inkubation erfolgt bei gewdhnlich 37°C fiir 4 h oder besser UN.
Die Kontrolle des Verdaus erfolgt iiber elektrophoretische Auftrennung auf einem Agarosegel (Kap. 4.1.7).

Partialverdau chromosomaler DNA

Das Restriktionsenzym wird in 2er-Schritten verdiinnt und so verschiedene Mengen (1,0 U, 0,5 U, 0,25 U, 0,125
U) fiir den Verdau eingesetzt:

Standardansatz: chromosomale DNA 1 pg
One phor all Puffer 10 x 2/4 ul (je nach Enzym)
Restriktionsenzym 1 ul (der verschiedenen Verdiinnungen)

ad 20 pl HyOgerii

Die Inkubation des Verdaus erfolgt fiir 1 h bei 37°C. AnschlieBend werden die einzelnen Verdaus und eine
Kontrolle mit unverdauter chromosomaler DNA auf ein Agarosegel (Kap. 4.1.7) aufgetragen und miteinander
verglichen. Beim Partialverdau sollten sowohl Reste unverdauter DNA als auch verdaute DNA in Form eines
leichten Schmiers zu sehen sein.



4 Methoden 51

4.1.12Klenow / PNK-Behandlung

Da bei vielen PCR-Produkten durch die Taq-DNA-Polymerase (aufgrund ihrer Template-unabhingigen
terminalen Transferaseaktivitdt) ein einzelnes dATP an die 3’-Enden angefiigt wird, ist es bei einer Klonierung
in einen "blunt end" geschnittenen Vektor nétig, diese lberhdngenden Enden durch das Klenow-Enzym
aufzufiillen und anschlieend die 5’-Enden durch die T4-Polynukleotid-Kinase (PNK) zu phosphorylieren.

Standardansatz: PCR-Produkt 10 ul (ca. 3 pg)
Klenow-Fragment (10 U/ul) 2 ul
T4-PNK (10 U/ul) 2 ul
One phor all Puffer 10 x 10ul
dNTPs 20 mM 1l
ATP 20 mM S5ul

ad 100 l.,ll H2Osteril

Nachdem man den Ansatz fiir 90 min. bei 37°C inkubiert hat, wird phenolisiert (Kap. 4.1.4) und die DNA gefillt
(Kap. 4.1.5). Das DNA-Pellet wird in 6 pl HyOgey aufgenommen und 1 pl auf ein Agarosegel (Kap. 4.1.7)
aufgetragen. Das PCR-Produkt kann nun fiir eine blunt-end (glatte Enden)- Ligation (Kap. 4.1.14) verwendet
werden.

4.1.13Dephosphorylierung von DNA

Wihrend der Ligation in vitro katalysiert die T4-DNA-Ligase die Bildung einer Phosphodieester-Bindung
zwischen benachbarten Nukleotiden nur, wenn ein Nukleotid einen 5’-Phosphatrest und der andere ein 3’-
Hydroxylende triagt. Religation von Vektor-DNA kann deshalb minimiert werden, wenn die 5’-Phosphatreste
von beiden Enden der linearisierten, doppelstrangigen Plasmid-DNA mit Alkalischer Phosphatase entfernt
werden.

Nach Verdau (Kap. 4.1.11) und Reinigung (Kap. 4.1.4) der Vektor-DNA wird folgender Ansatz zur
Dephosphorylierung von 5’-Phosphatresten von DNA angesetzt

Standardansatz: linearisierte Plasmid-DNA 90 ul
10 x CIP-Puffer 10 pl
Calf Intestinal Phosphatase (CIP)  0,1-0,5 U pro mol DNA-Enden
(abhdngig von Art der Enden)

Die Inkubation erfolgt fiir 15 min. bei 37°C. AnschlieBend wird nochmals CIP-Enzym zugegeben und die
Inkubation fiir 45 min. bei 55°C fortgesetzt.

Zur Hitzeinaktivierung der Phosphatase wird dem Ansatz 5 mM EDTA zugesetzt und dieser fiir 30 min. bei
65°C inkubiert.

4.1.14Ligation von DNA-Fragmenten

Zusammen mit den Restriktionsenzymen ist die T4-DNA-Ligase eines der grundlegenden Enzyme zur
Herstellung rekombinanter DNA-Molekiile. Sie verkniipft unter ATP-Verbrauch freie 3’-Hydroxylenden mit 5°-
Phosphatenden von doppelstringiger DNA. Sowohl kohésive Enden ("sticky ends") als auch glatte Enden
("blunt" ends") konnen (jeweils) miteinander verbunden werden.

Haufig fligt man in einen Klonierungsvektor ein spezielles DNA-Fragment (Insert) ein. Klonierungsvektor und
Insert werden vor der Ligation mit den entsprechenden Enzymen geschnitten (Kap. 4.1.11), gereinigt (Kap.
4.1.4) und die DNA-Konzentration gemessen (Kap. 4.1.6) bzw. gleiche Mengen auf ein Agarosegel (Kap. 4.1.7)
aufgetragen, um die Konzentrationen vergleichen zu konnen. Man setzt fiir eine Ligation ungefdhr 5 - 7 x mehr
Insert als Vektor ein (GroBe der DNA-Fragmente und Konzentrationen werden beriicksichtigt).

Um eine Religation des Vektors (v.a. bei glatten Enden) zu verhindern, sollte dieser vor der Ligation
dephosphoryliert werden (Kap. 4.1.13).
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Ligation kohésiver Enden

geschnittener Vektor 0,1 pg
Insert 0,5 ng
T4-Ligase-Puffer 5 x 4,0 pl
T4-Ligase (1 U/ul) 1,0 pl

ad 20 Ml HZOsteril

Der Ligationsansatz wird 1 h bei Raumtemperatur bzw. 4 h bei 16°C inkubiert und dann komplett fiir eine
Transformation in E. coli (Kap. 4.1.15) eingesetzt.

Ligation glatter Enden

geschnittener Vektor 0,1 pg
Insert 1,0 pug
T4-Ligase-Puffer 5 x 4,0 pl
T4-Ligase (1 U/ul) 1.0 pl

ad 20 “1 HZOsteril

Der Ligationsansatz wird UN bei 16°C inkubiert und anschlieBend der gesamte Ansatz fiir eine Transformation
in E. coli (Kap. 4.1.15) eingesetzt.

Ligation mit dem TOPO TA Cloning®-Kit (Invitrogen)

PCR-Produkte, die mit Tag-Polymerase amplifiziert wurden, tragen an den 3’-Enden meist ein einzelnes,
iiberhéingendes A. Der Vektor pCR®2.1-TOPO wird linearisiert und mit 3’-T-Uberhéingen geliefert. Der Kit
enthilt auBerdem noch Topoisomerase zur "Schnell-Ligation".

Uber AT-Paarung der Enden und Ligation innerhalb von 5 min. durch Topoisomerase erlaubt der Kit eine sehr
effiziente und schnelle Klonierung von PCR-Produkten.

Zusitzlich enthélt der Kit kompetente Zellen (E. coli TOP10F "), die fiir eine sehr effiziente Transformation (One
Shot™Transformation) eingesetzt wurden.

Ligation und Transformation erfolgten genau nach dem Protokoll des Herstellers.

4.1.15Transformation in E. coli

Herstellung kompetenter E. coli-Zellen (DHS5a) (198)

Losung I: MgSO, 10 mM (steril filtriert)
(frisch ansetzen) Glucose 0,2 % (steril filtriert)

ad 100 ml LB-Medium

Losung I1: MgSO, 12 mM (steril filtriert)
Glycerin 36,0 % (steril filtriert)
PEG MW 7500 12,0 % (steril filtriert)

ad 100 ml LB-Medium

e eine UN-Kultur von E. coli wird im Klettkolben 1:100 mit 50 ml Lésung I verdiinnt und im Schiittler bei
37°C bis zur mittleren log. Phase (ODgyo = 0,5, 90 - 120 Klett) angezogen

e die Zellen werden in vorgekiihlte Greinerréhrchen gefiillt und fiir 10 min. auf Eis gestellt

e nach dem Abzentrifugieren (6000 rpm; 4°C; 10 min.) wird das Pellet in 0,5 ml Losung I (vorgekiihlt)
aufgenommen

e nach Zugabe von 2,5 ml Losung II werden Aliquots von je 100 pl bei -80°C eingefroren
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Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

zu 100 ul kompetenter E. coli-Zellen wird auf Eis der gesamte Ligationsansatz gegeben

als Negativ-Kontrolle wird ein Aliquot kompetenter Zellen eingesetzt

man inkubiert 30 bis 60 min. auf Eis

anschlieBend wird der Ansatz 90 s lang in ein 42°C warmes Wasserbad gegeben und danach 2 min. auf Eis
gestellt

es werden 800 pl LB-Medium zugegeben und der Ansatz bei 37°C inkubiert; zur Auspridgung von
Antibiotikaresistenzen wie z.B. Ampicillin, Chloramphenicol oder Kanamycin wird normalerweise 1 h lang,
bei Erythromycin hingegen muss 5 - 6 h lang inkubiert werden

Je 100 ul Transformationsansatz werden dann auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert
und UN bei 37°C inkubiert

4.1.16 Elektroporation in Listerien (203)

Herstellung kompetenter Listerien

SMHEM-Medium (3,5 x): Saccharose 952 mM
MgCl, 3,5 mM
HEPES 7.0 mM

ad 200 ml Hzodest', pH 7,2

eine Listerien-Ubernachtkultur wird 1:20 mit 100 ml BHI-Medium + 0,2 % Glycin verdiinnt

nach Inkubation bei 37°C bis 90 Klett erfolgt Zugabe von Penicillin G (5 pg/ml)

man inkubiert erneut bei 37°C bis 120 Klett

die Bakterienzellen werden abzentrifugiert (6000 rpm; 4°C; 10 min.) und anschlieBend zweimal mit 1/10
Vol. 3,5 x SMHEM gewaschen

nach dem letzten Waschschritt wird das Bakterienpellet in 1/100 Vol. SMHEM resuspendiert und in 200 pl-
Portionen bei -80°C eingefroren

Elektroporation

100 - 200 pl kompetente Listerien werden auf Eis aufgetaut und mit maximal 5 ul DNA-L&sung (2 — 4 pg) in
einer vorgekiihlten Elektroporationskiivette gemischt

nach einer einminiitigen Inkubation der Kiivette. auf Eis erfolgt die Elektroporation bei 100 Ohm, 25 pF
Kondensator und 10 kV (entspricht 2 kV bei 0,2 cm-Kiivette)

anschliefend wird sofort 1 ml BHI-Medium zugegeben und der Elektroporationsansatz in ein Eppendorfcap
iiberfiihrt

die Zwischenziichtung erfolgt bei 37°C (bzw. 30°C bei temperatursensitivem Vektor) fiir 1 bis 6 h (je nach
Antibiotikumresistenz: Cm und Km 1 h; Em 5 - 6 h)

die Zellen werden dann auf den entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert und fiir 1 - 3 Tage bei 37°C
(bzw. 30°C) inkubiert

4.1.17Protoplastierung von Listeria (270)

Herstellung von Protoplasten

Lysozymldsung: 15 mg/ml in SMMP

frisch ansetzen und steril filtrieren

5 % BSA: 5 % BSA auf 100 ml HyOge.

pH7,5 mit NaOH einstellen, steril filtrieren
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2 x SMM: Saccharose 170 g
Maleat 23¢g
MgCl12 1,0g
Tris 12g

ad 500 ml HyOgqes,, (12 min. autoklavieren)

4 x PAB: Nutrient Broth 16,0 g
Bacto-Pepton (Pepton 140) 140 g
Hefeextrakt 124 ¢
ad 1000 ml HyOgs;. (12 min. autoklavieren)
SMMP: 2 x SMM 110 ml
4 x PAB 80 ml
5 % BSA 10 ml
200 ml

steril mischen, nicht autoklavieren

e am Vortag wird eine Ubernachtkultur von Listeria in BHI + 0,2 % Glycin angelegt

e am nichsten Tag werden die Bakterien 1:100 in BHI + 0,2 % Glycin verdiinnt und bei 37°C im Schiittler
inkubiert

e bei einer optischen Dichte von 120 — 130 KE zentrifugiert man 30 ml der Bakterien fiir 10 min. bei 6000 rpm
und 4°C und wéscht das Pellet 1 x mit 30 ml eiskaltem H,Oye; (10 min., 6000 rpm, 4°C)

e das Pellet wird in 2,5 ml frisch angesetzter Lysozymlosung aufgenommen und iiber Nacht (12 — 16 h) ohne
Schiitteln bei 37°C inkubiert

e am nichsten Tag werden die Listerien 10 min. bei 5000 rpm und 4°C abzentrifugiert und das Pellet 1 x mit
10 ml SMMP gewaschen (10 min., 5000 rpm, 4°C)

e die so hergestellten Protoplasten werden in 2,5 ml SMMP aufgenommen und zur Kontrolle mikroskopiert (es
sollten abgekugelte Zellen sichtbar sein)

o zur Aufbewahrung aliquotiert man die Protoplasten und friert sie bei —70°C ein

Transformation und Regeneration der Protoplasten
Fusogen: Polyethylenglycol 6000 40,0 g

2 x SMM 50 ml
ad 100 ml HyOges. (12 min. autoklavieren)

DM3-Regenerationsplatten: 5 % Agarlosung 200 ml
1 M Na-Succinat pH 7,3 (12 min. autoklavieren) 500 ml
5 % Caseinhydratldsung 100 ml
10 % Hefeextraktlosung 60 ml
1,5 % K,HPO, 100 ml
50 % Glucose 10 ml
1 M MgCl, 20 ml

Losungen getrennt autoklavieren, auf 55°C abkiihlen lassen

5 % BSA (steril filtriert) 10 ml
evtl. Antibiotikum

1000 ml
Platten nach dem Abkiihlen und Zusammengeben der Losungen sofort giefen

400 pl Protoplasten werden auf Eis aufgetaut und mit 1 pg Plasmid-DNA gemischt

man inkubiert 3 min. auf Eis und gibt dann 2 ml Fusogen zu

die Protoplasten werden vorsichtig fiir 1 min. invertiert und dann 1 min. bei RT inkubiert

man gibt 7 ml SMMP (RT) zu, invertiert 6 — 8 x und zentrifugiert fiir 20 min. bei 5000 rpm und 20°C

der Uberstand wird vorsichtig abgezogen und das Pellet in 1 ml SMMP aufgenommen

nach 3 — 4 h Inkubation bei 30°C werden je 150 — 200 ul Listerien auf DM3-Regenerationsplatten
ausplattiert und ca. 5 Tage bei 30°C inkubiert
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4.1.18 Mutagenese durch homologe Rekombination von L. monocytogenes
(23, 270)

Die homologe Rekombination ist eine géngige Methode, um mit Hilfe eines temperatursensitiven (ts) Vektors
Deletions- oder Insertionsmutanten herzustellen. Dieser Vektor kann aufgrund seines ts-Origins in gram’
Bakterien (Listerien) nur bei 30°C, nicht aber bei 37°C replizieren. Besitzt dieser Vektor zum Genom der zu
mutierenden Bakterien homologe Bereiche, so kann eine Integration des Vektors ins bakterielle Chromosom
erfolgen und die so entstandenen Mutanten kdnnen bei 37°C unter Selektionsdruck eines Antibiotikums
identifiziert werden.

Fiir die homologe Rekombination bendtigt man mindestens 100 bp des chromosomalen Bereichs, der mutiert
werden soll. Je groBler dieser Bereich ist, umso wahrscheinlicher tritt das Ereignis der homologen Rekombination
ein. Optimal ist eine GroBe zwischen 0,5 und 2,5 kb, wobei dieser Bereich keine C- oder N-terminalen Bereiche
beinhalten sollte.

In dieser Arbeit sollten Insertionsmutanten hergestellt werden. Es wurden homologe Bereiche mit einer Grofie
von 1,0 — 1,2 kb gewéhlt, wobei jeweils 500 — 600 bp die zu inserierenden Gene flankieren.

Konstruktion von Insertionsmutanten

Bei der Herstellung von Insertionsmutanten sind zwei homologe Rekombinationen nétig. Zundchst muss der
Vektor mit den zu inserierenden Genen ins bakterielle Chromosom integriert werden, anschlieBend durch ein
weiteres Rekombinationsereignis aber wieder entfernt werden, sodass nur die inserierten Gene im Genom des
Bakteriums zuriickbleiben.

e das Insertionsplasmid wird in L. monocytogenes iiber Elektroporation (Kap. 4.1.16) transformiert, auf den
entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C inkubiert

e nach 3 - 5 Tagen wird mit dem erhaltenen Klon eine UN-Kultur mit dem entsprechenden Antibiotikum
angelegt und bei 30°C inkubiert

e anschlieBend wird die UN-Kultur auf vorgewdrmte BHI-Platten (mit Antibiotikum) in den
Verdiinnungsstufen 10™" bis 10 ausplattiert und mindestens 3 Tage lang bei 42°C inkubiert

e die Integration des Insertionsplasmids in das Chromosom wird mittels PCR (Kap. 4.1.8) iiberpriift; man
spricht hier von einem "single crossover" (sco)

e cin positiver Klon wird weiter bei 30°C (ohne Antibiotikum) ca. 10 — 20 x subkultiviert und dann die
Verdiinnungsstufen 10> und 10™* auf BHI-Platten ohne Antibiotikum ausplattiert

e FEinzelkolonien werden parallel auf BHI-Platten mit und ohne Antibiotikum gepickt und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert

e die gesuchten Klone mit einer zweiten homologen Rekombination ("double crossover", dco) wachsen auf den
antibiotikumfreien Platten, nicht aber auf den Platten mit Antibiotikum, da sie durch den Verlust des
Plasmids ihre Antibiotikumresistenz verloren haben

e diese Klone werden mittels PCR (Kap. 4.1.8) auf die Integration des gewiinschten Gens und den Verlust des
Plasmids getestet

4.1.19Genome Walking

Das Genome Walking ist eine Methode, um unbekannte genomische DNA-Sequenzen zu finden, die benachbart
zu einer bekannten Sequenz liegen. Hierzu wurden im Laufe dieser Arbeit verschiedene Methoden getestet.

Fiir die durchzufiihrenden PCRs wurden verschiedene Polymerasen und Kits verwendet, um moglichst groB3e
PCR-Produkte zu erhalten:

Expand™ High Fidelity PCR System (Boehringer Mannheim / Roche)

Expand™ Long Template PCR System (Boehringer Mannheim / Roche)

GeneAmp” XL PCR Kit (PE Applied Biosystems)

LA PCR Kit (TaKaRa)
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Universal GenomeWalker™ Kit (Clontech)

Mit Hilfe des Universal GenomeWalker™ Kits von Clontech war es moglich, zundchst groBere Bereiche
unbekannter DNA zu "tberspringen" und diese nachfolgend zu sequenzieren und unbekannte DNA-Sequenzen
zu identifizieren. Eine schematische Ubersicht iiber das Genome Walking ist in Abb. 4.2 dargestellt.

Genomische DNA

- Verdau mit verschiedenen Restriktionsenzymen
- Ligation mit GenomeWalker Adaptor

- Amplifikation des bekannten Gens
aus allen 4 Libraries

Genom. DNA-Fragment  « gSP2
= GSP1

5- .
AP1 =
AP2 = GenomeWalker
Adaptor
AP1
GSP1 1.PCR
-
AP2
GSP2 2. (nested) PCR
| ==

- Analyse der PCR-Produkte auf
einem Agarose/EtBr-Gel

M1 2 34 M

- Klonierung und Charakterisierung der PCR-Produkte

Abb. 4.2: Ubersicht iiber das Genome Walking
GSP1, 2: Gen-spezifischer Primer 1, 2
AP1, 2: Adaptor-Primer 1, 2

Als erstes muss aus der genomischen DNA ein Pool von Adaptor-ligierten genomischen DNA-Fragmenten
hergestellt werden (GenomeWalker "Libraries"). Hierzu wird saubere, hoch molekulare chromosomale DNA
isoliert (Kap. 4.1.2) und mit verschiedenen Enzymen verdaut, die glatte (blunt) Enden liefern. An diese "Blunt-
end"-Fragmente ligiert man den GenomeWalker Adaptor und verwendet diese GenomeWalker "Libraries" als
Template fiir die erste PCR mit einem Gen-spezifischen Primer (GSP1) und dem Adaptor-Primer 1 (AP1). Das
Produkt dieser ersten PCR wird dann verdiinnt und als Template fiir die zweite (sog. nested) PCR mit einem
weiteren Gen-spezifischen Primer (GSP2) und dem Adaptor-Primer 2 (AP2) eingesetzt. Meist erhdlt man in der
zweiten PCR in mehreren der GenomeWalker "Libraries" spezifische PCR-Produkte, die nachfolgend kloniert
bzw. sequenziert werden kdnnen.

Fiir beide PCRs ist es wichtig, eine Polymerase bzw. einen PCR-Kit einzusetzen, mit dem man gro3e PCR-
Produkte erhilt, um moglichst groBe Bereiche der unbekannten DNA-Sequenz abdecken zu koénnen. Nach
Angabe des Herstellers konnen so PCR-Produkte bis zu einer Grofle von 6 kb erreicht werden. In der Praxis
lagen die groBten Produkte allerdings nur bei ca. 3 kb.
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Eine Besonderheit des GenomeWalker™ Kits ist der mitgelieferte GenomeWalker Adaptor (Abb. 4.3), der an
beide Enden der genomischen DNA-Fragmente ligiert wird (Abb. 4.2). Die Aminogruppe am unteren Strang des
Adaptors blockiert die Verlangerung der 3’-Enden der Adaptor-ligierten DNA-Fragmente in der ersten PCR und
verhindert so die Bildung von unspezifischen PCR-Produkten mit dem Primer AP1 alleine.

GenomeWalker Adaptor Srfl
Miul Sall  Smal/Xmal
5-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGRT-3
| | 3'-H9N-CCCGACCA-PO4-5'

-

o

r - .|
Adaptor primer 1 (AP1; 22-mer) Nested adaptor primer 2 (AP2; 19-mer)
5-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3 5-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3

Abb. 4.3: Aufbau des GenomeWalker Adaptors und der Adaptor Primer
Milul, Sall, Smal, Xmal, Srfl: Restriktionsschnittstellen innerhalb des Adaptors

Die Durchfiihrung erfolgte genau nach dem Protokoll des Herstellers.

Vektorette (112)

Eine dem GenomeWalker Kit &hnliche Methode ist die Sequenzierung unbekannter Bereiche chromosomaler
DNA mit Hilfe einer sog. Vektorette. Ein schematischer Uberblick ist in folgender Abbildung (Abb. 4.4) gezeigt:

genomische DNA E
D] 5 3'|
- P - Verdau mit Restriktionsenzym E
3 5 - =,
P Phosphatgruppe
l - Ligation mit Vektorette
. Vektorette E € Vektorette
5:____’__._-_ = .l J':__ =
I e
- PCR mit GSP und VP
. —
R Ty = 7
e GSP -
= T = _-_:;\u_/_:g

——r

1. Zyklus der PCR: die DNA wird vom Gen-spezifischen Primer (GSP) sy n.tilﬂisicn‘

L

GSP |
i M
<

VP

2. Zyklus der PCR: der Vektorettenprimer (VP) kann nur an die neu synthetisierte DNA binden
l I

fertiges PCR-Produkt VP

GSP

Abb. 4.4: Ubersicht iiber die Vektoretten-Methode
GSP: Gen-spezifischer Primer; VP: Vektorettenprimer
E: Restriktionsschnittstelle



4 Methoden 58

Auch hier wird chromosomale DNA zunéchst mit einem Restriktionsenzym verdaut und mit einem Adaptor, der
sog. Vektorette ligiert. Die Besonderheit der Vektorette liegt darin, dass die Sequenzen ihrer Enden
komplementér zueinander sind, die des mittleren Bereiches aber stark voneinander abweichen. So entsteht eine
"Blasen-dhnliche" Struktur, weil kein Annealing der Einzelstringe in dem Mittelteil der Vektorette stattfinden
kann. Da die Vektorette nicht phosphoryliert ist, bindet jeweils nur ein Strang an jedes Ende der verdauten
genomischen DNA unter Benutzung der 5’-Phosphatgruppe.

Fiihrt man nun eine PCR mit einem Gen-spezifischen Primer (GSP) und einem im nicht komplementéren
Bereich der Vektorette bindenden Primer (VP) durch, so wird im ersten Zyklus der PCR DNA mit dem Primer
GSP synthetisiert und DNA hergestellt, die komplementar zur Vektoretten-ligierten DNA ist. Im zweiten Zyklus
der PCR kann nun der Vektorettenprimer (VP) nur an die neu synthetisierte DNA binden, was zu einer hohen
Spezifitit der PCR fiihrt. Das fertige PCR-Produkt kann anschlieend direkt sequenziert werden.

In dieser Arbeit wurde die Vektorette modifiziert (Abb. 4.5) und mit zusédtzlichen Restriktionsschnittstellen
("sticky end") ausgestattet, um nach Restriktionsverdau {iberhdngende Enden zu erzeugen und so die Ligation
der Vektorette an die mit dem gleichen Enzym verdaute genomische DNA zu erleichtern. Allerdings muss nach
dem Verdau der Vektorette zusitzlich eine Dephosphorylierung (Kap. 4.1.13) derselben durchgefiihrt werden,
um bei der Ligation zu verhindern, dass diese mit sich selbst ligiert. Alternativ wurde auBerdem eine Vektorette
eingesetzt, die gleich mit iiberhdngenden Enden geliefert wurde (Abb. 4.6).

GTAG
BamHT oc,‘ﬂ‘hc cTC?:g

SAU3A E?'
5' GCGAATAGGATCCTCGAGATGCGCGA GATGCGAACG 3'

3" CGCTTATCCTAGGAGCTCTACGCGCT ¢» CTACGCTTGC 5!

&

(@}
o)
XhoI G Ve P
AaAGcacTh

Abb. 4.5: Aufbau der modifizierten Vektorette (mit Restriktionsschnittstellen)
VP: Vektorettenprimer
BamHI, SAU3A, Xhol: Restriktionsschnittstellen

BamHI-/SAU3A- )
Uberhang ﬁ

5' GATCCTCGAGATGCGCGA GATGCGAACG 3'

3! GAGCTCTACGCGCT ¢ CTACGCTTGC 5'

O
VP 9

o)
XhoI Gp Nz
A agcacT

Abb. 4.6: Aufbau der modifizierten Vektorette (mit Uberhang)
VP: Vektorettenprimer
Xhol: Restriktionsschnittstelle

In der Praxis hat sich gezeigt, dass die PCR-Produkte wesentlich kleiner (< 1,0 kb) als beim GenomeWalker Kit
und zum Teil nicht spezifisch waren.
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Genome Walking: Amplifikation aus chromosomaler DNA

Als letzte Methode wurde Genome Walking mit Hilfe von Semi-random Primern durchgefiihrt, wobei der
Vorteil dieser Methode darin liegt, dass die zu untersuchende DNA nicht erst verdaut und mit einem Adaptor
ligiert werden muss, sondern gleich fiir eine PCR eingesetzt werden kann. Allerdings hat sich herausgestellt,
dass diese Methode am wenigsten erfolgreich war.

Gen-spezifische Primer: Primerl (ca. 20 bp, ca. 50 % GC)
Primer2 (nested Primer, downstream von Primer])

Semi-random Primer: 13 konstante Basen + 3 degenerierte Basen + 4 palindromische Basen
z.B. 5> CACTATAGGGCGA NNN GATC 3’
5’ CACTATAGGGCGA NNN CATG 3’
5’ CACTATAGGGCGA NNN TCGA 3’

T7-Primer: 5° TACGACTCACTATAGGGCGA 3’
erkennt konstanten Bereich aus Semi-random Primer und wird fiir nested PCR
(2. PCR) eingesetzt

1. PCR: 25 pl Reaktionsansatz 94°C / 2 min.
Template 500 ng chromosomale DNA 94°C/40s
Primer] und Semi-random Primer 53°C /2 min. } 35 Zyklen
72°C /2 min.

72°C /10 min.

e inder 1. PCR werden 3 Ansitze pipettiert, von denen jeweils 0,5 — 1 ul fiir die 2. PCR eingesetzt werden

e fiir die 2. PCR sollten neben den 3 Ansdtzen mit beiden Primern zusétzlich auch je 2 Ansitze mit dem
Primer2 bzw. T7-Primer einzeln pipettiert werden (d.h. insgesamt 9 Ansdtze), um unspezifische PCR-
Produkte detektieren zu kdnnen

2. PCR (nested PCR): 50 ul Reaktionsansatz 94°C /2 min. .
Template 0,5 — 1 pul der 1. PCR  50°C / 2 min. low stringency-
Primer2 und T7-Primer 72°C /3 min. Schritt
94°C/40s
56°C / 1 min. 35 Zyk]en
72°C /2 min.

72°C / 10 min.
e von der 2. PCR werden je 10 pl auf einem Agarosegel aufgetragen (Kap. 4.1.7)
e erhilt man in der 2. PCR Produkte bei der Kombination mit beiden Primern, kann man aus der 1. PCR

beliebig viel PCR-Produkt amplifizieren bzw. die Produkte der 2. PCR reinigen (Kap. 4.1.4) und direkt
sequenzieren (Kap. 4.1.20).

4.1.20DNA-Sequenzierung

ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer)
Fiir die Sequenzierung mit Hilfe dieses Kits wurde die Plasmid-DNA mit dem BioRad Quantum Plasmid-
Miniprep-Kit (Kap. 4.1.1) isoliert.

Die Sequenzierungsreaktion wurde genau nach Anleitung des Herstellers des Sequenzierungs-Kits durchgefiihrt:

Sequenzierungsreaktion

Big Dye 3ul PCR-Programm: 96°C/ 10 s

DNA (Plasmid-DNA) 200 ng 50°C/5s
(PCR-Produkt) 60 ng 60°C / 4 min.

Primer 50 ng 25 Zyklen

ad 20 pl MilliQ-H,O
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EtOH-Fillung

nach Ende der Sequenzierungsreaktion wird die Probe mit 2 pl 3 M NaAc, pH 4,8 und 50 pl 100% EtOH
versetzt und gut gemischt

nach 20miniitiger Inkubation auf Eis wird die DNA 30 min. bei 4°C und 15000 rpm gefallt, kurz mit 70%
EtOH gewaschen und anschlieBend in der Speedvac getrocknet

4.1.21 Herstellung von Glycerinkulturen

Um Bakterien langerfristig lagern zu konnen werden diese bei -80°C eingefroren. Hierfiir wird allerdings ein
spezielles Medium benétigt:

Einfriermedium: 50 % Glycerin

2,9 % NaCl

eine Bakterien-UNK wird 1:1 mit dem Einfriermedium gemischt und 1,5 ml dieser Lésung bei -80°C
eingefroren

4.1.221solierung von RNA aus Listerien

RNA-Isolierung mit heiBem Phenol (200)

Beim Arbeiten mit RNA sollten, um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden, Handschuhe getragen und
DEPC-behandelte Losungen und Gerdte verwendet werden.

AE-Puffer: NaAcetat 20,0 mM
EDTA 1,0 mM
mit Essigsdure auf pH 5,5 einstellen
SDS: SDS 25 % (w/v)
NaAc-Lsg.: NaAcetat 3,0M
pH 4,8
Phenol: Aqua Roti Phenol
8-Hydroxychinolin 0,1 %
PCIAA-Lsg.: Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol 24 :24:1
DEPC-behandelte Lsg.: DEPC 0,01 %

nach Zugabe von DEPC 12 h bei 37°C inkubieren und anschliefend autoklavieren;
nicht geeignet fiir Aminogruppen-haltige Puffersysteme wie z.B. Tris

eine Ubernachtkultur wird 1:10 in BHI verdiinnt und im Schiittler inkubiert

bei einer optischen Dichte von 180 — 200 KE (ODgy von 1,0; spétlogarithmische Wachstumsphase) werden
50 ml der Listerienkultur abzentrifugiert (6000 rpm; 4°C; 15 min.)

anschliefend werden die Bakterien mit 12 ml 65°C heiler PCIAA-Losung, 150 pl SDS und 6 ml AE-Puffer
aufgeschlossen

die Proben werden 20 min. bei 65°C im Wasserbad inkubiert und wihrend dieser Zeit mehrmals gut
gevortext

nach 10miniitiger Inkubation auf Eis zentrifugiert man 10 min. (6000 rpm; 4°C) zur Phasentrennung

der wissrige Uberstand wird mit 670 ul NaAc (3 M, pH 4.8) versetzt und erneut mit 6 ml PCIAA-Ldsung
extrahiert (10 min., 6000 rpm, 4°C)

anschlieBend wird die wissrige Phase mit 2 ml Chloroform ausgeschiittelt (zur Entfernung von Phenolresten)
und wieder fiir 10 min. bei 6000 rpm und 4°C zentrifugiert

die Fillung der RNA erfolgt durch Zugabe von 2,5 Vol. absolutem EtOH bei -80°C UN

am ndchsten Tag wird die RNA abzentrifugiert (JA-20-Rotor; 10000 rpm; 4°C; 30 min.), mit 70 % EtOH
gewaschen (JA-20-Rotor; 10000 rpm; 4°C; 10 min.) und in der Speedvac getrocknet

das Pellet wird anschlieBend in DEPC-H,O bzw. DNase-Puffer gelost und eine DNase-Behandlung
durchgefiihrt (Kap. 4.1.23)
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Isolierung von RNA mit RNA-FastPrep und E.Z.N.A.® Bacterial RNA Kit (53)

eine Ubernachtkultur wird 1:10 in BHI verdiinnt und im Schiittler inkubiert
bei einer optischen Dichte von 180 — 200 KE (ODg von 1,0; spétlogarithmische Wachstumsphase) werden
10 ml der Listerienkultur abzentrifugiert (6000 rpm; 15 min.)

e das Pellet wird in 200 pul BRL-Puffer resuspendiert und mit 1 ml TRK-Puffer (+ 20 pl B-Mercaptoethanol/ml
TRK) gemischt

e man iiberfiihrt die Losung in ein FastRNA-Cap mit Glaskiigelchen und lysiert die Listerien im RNA-FastPrep
(Speed 6,5; Zeit 45 s; 2 — 3 x); um ein starkes Erwdrmen der Losung zu vermeiden, wird das Cap zwischen
den einzelnen Vorgéngen kurze Zeit auf Eis inkubiert

e die Bakterientriimmer und Glaskiigelchen werden fiir 1 min. bei 15000 rpm abzentrifugiert, der die RNA
enthaltende Uberstand abgenommen und mit 0,83 Volumen absolutem EtOH gemischt
man verteilt die RNA-L&sung auf 2 Séulen und isoliert nun die RNA nach Anleitung des Herstellers
die isolierte RNA wird anschlieBend mit DNase behandelt (Kap. 4.1.23) und kann aliquotiert bei -80°C
aufbewahrt werden

4.1.23DNase-Behandlung von RNA

DNase-Behandlung mit DNase I von Pharmacia/Amersham

DNase-Puffer: MgCl,  (Stammlsg. 1 M) 6 mM
TrisHCl (Stammlsg. 1 M) 40 mM

e das RNA-Pellet wird in 500 pl DNase-Puffer gelost, mit 10 — 15 pl DNase I (10 U/ul) versetzt und fiir 45
min. bei 25°C (RT) inkubiert

e anschliefend werden die Proben mit 400 pl Phenol/Chloroform 1:1 (v:v) ausgeschiittelt (15000 rpm; 4°C; 3
min.)

e durch Extraktion mit 400 pl Chloroform (15000 rpm; 4°C; 3 min.) wird das restliche Phenol aus der
wassrigen Phase entfernt

e der wissrige Uberstand wird abgenommen und die RNA durch Zugabe von 1/10 Vol. NaAc (3 M, pH 4,8)
und 2,5 Vol. absolutem EtOH mindestens 1 h bei -80°C gefallt

e nach Zentrifugation (15000 rpm; 4°C; 30 min.) wird das Pellet mit 70 % EtOH gewaschen und in der
Speedvac getrocknet

e die RNA wird in 50 pl DEPC-H,O gut geldst und aliquotiert bei -80°C aufbewahrt (ein hdufiges Auftauen
der RNA fiihrt zu deren Abbau)

Um zu tiberpriifen, ob die RNA frei von DNA ist, sollte nach der DNase-Behandlung eine PCR (Kap. 4.1.8) mit

RNA als Template durchgefiihrt werden. Erhdlt man kein PCR-Produkt, so kann davon ausgegangen werden,
dass die DNA vollstiandig entfernt wurde.

DNase-Behandlung mit dem DNA-free™ Kit von Ambion

Der DNA-free™ Kit ist eine schnelle und sehr effiziente Alternative zur iiblichen DNase-Behandlung und liefert
schon nach 30 min. DNA-freie RNA.

Die Durchfiihrung erfolgte genau nach Anleitung des Herstellers.

Auch hier sollte nach der DNase-Behandlung eine PCR (Kap. 4.1.8) mit RNA durchgefiihrt werden, um zu
iberpriifen, ob die RNA frei von DNA ist.

4.1.24Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgt wie fiir DNA (Kap. 4.1.6), aber mit folgender
Umrechnungsformel:

RNA-Konzentration [pug/ml] = ODy¢ ,m X Verdiinnungsfaktor x 40

Der Quotient ODygg 4/ODago nm gibt wieder den Reinheitsgrad an und sollte bei 2,0 liegen.
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4.1.25Elektrophoretische Auftrennung von RNA im Formaldehydgel

Puffer fiir ein Formaldehydgel

10 x MOPS-Puffer: MOPS 418 ¢g
DEPC-H,O 800 ml
mit 5 M NaOH auf pH 7,0 einstellen
3,0 M NaAc 16 ml
0,5 M EDTA pH 8.0 20 ml
ad 1000 ml DEPC-H,0O
Formamid (deionisiert): Formamid 100 ml
Mixed Bed Resin (BioRad) 10g
Das Gemisch wird bis zur Farbénderung (blau—golden) geriihrt, filtriert und bei
-20°C gelagert
Bromphenolblau-Lsg.:  Glycerin (80 %) 100 pl
BPB, gesittigte Lsg. in H,O 80 ul
RNA-Probenpuffer: Formamid (deionisiert), Formaldehyd (37 %),

10 x MOPS, BPB-Lsg. im Verhiltnis 4:2:2:1

Herstellung eines Formaldehydgels

e 1,0 g Agarose wird in 100 ml 1 x MOPS-Puffer aufgekocht und nach Abkiihlen auf ca. 50°C mit 3 ml

Formaldehyd (37 %, pH > 4,0) und 8 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt

anschlieBend wird das Gel in einer mit DEPC-H,0 gespiilten Gelkammer gegossen

man ldsst das Formaldehydgel 30 min. erstarren und gibt dann den Laufpuffer 1 x MOPS zu

pro aufzutragende Spur werden 2 - 6 pg RNA in 6,7 ul DEPC-H,0 mit 15,3 ul Probenpuffer vermischt

zur Denaturierung werden die Proben fiir 5 min. auf 65 - 70 °C erhitzt und anschlieSend auf Eis gestellt

die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei ca. 100 Volt / 80 mA, bis die BPB-Front knapp 2/3 der

Gelstrecke zuriickgelegt hat

e alle Arbeitsschritte werden unter dem Abzug durchgefiihrt, da durch die Erwirmung toxische
Formaldehyddédmpfe freigesetzt werden

e nach Beendigung des Laufs wird die RNA unter UV-Licht betrachtet und fotografiert

Mittlerweile hat sich gezeigt, dass zur Kontrolle der isolierten RNA ein frisch gegossenes 3%iges Agarosegel
(Kap. 4.1.7; ca. 100 Volt / 80 mA) ausreichend ist und eine mit dem Formaldehydgel vergleichbar gute
Auftrennung der RNA erreicht wird.

4.1.26 Reverse Transkription (RT) und PCR mit cDNA

Der Ausdruck cDNA steht fiir komplementire DNA, d.h. der Ursprung der DNA liegt nicht in der DNA selbst,
sondern in der RNA. Retroviren, wie z.B. Vogel-Leukdmie-Virus, Maus-Leukémie-Virus oder HIV, enthalten
ein RNA-Genom, das mit Hilfe der Virus-codierten reversen Transkriptase (RNA-abhdngige DNA-Polymerase)
in einer eukaryotischen Zelle in dsDNA umgeschrieben werden kann.

Die reverse Transkriptase ist ein duflerst niitzliches Werkzeug in der molekularen Genetik geworden, denn nicht
nur virale RNA-Molekiile, sondern jede beliebige RNA wird unter geeigneten Bedingungen als Matrize von der
reversen Transkriptase akzeptiert. Auf diese Weise lassen sich DNA-Kopien von mRNA-Molekiilen herstellen.

Das Protokoll vom 1st Strand Synthesis Kit, das eigentlich fiir die RNA von eukaryotischen Zellen vorgesehen
ist, wurde in dieser Arbeit fiir prokaryotische mRNA angewendet. Der 1st Strand Buffer und die reverse
Transkriptase wurden von Stratagene bezogen. Die M-MulV-RT ist ein Produkt des pol-Gens des Moloney-
Murine-Leukdmie-Virus und besitzt zwei Aktivititen:

= eine 5’-3’-primerabhingige Polymeraseaktivitit
= eine 3’-5’-RNaseH-Aktivitit, die den RNA-Anteil des RNA-DNA-Hybrids abbaut.
Durch Zugabe des RNase-Inhibitors wird diese Aktivitit jedoch gehemmt.
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Reverse Transkription mit der M-MulV-RT

e 0,05 - 10,0 pug RNA (je nach RNA-Isolierung und untersuchten Genen) werden in 35 pl DEPC-H,O
aufgenommen, wobei im H,O die verschiedenen spezifischen Downstream-Primer, die invers am 3’-Ende der
mRNA binden, schon enthalten sind

e in einem RT-Ansatz werden mehrere Primer (je 3 pl Primer mit einer Konz. von 100 ng/ul) gleichzeitig
verwendet; es sollten aber pro RT-Ansatz nicht mehr als 8 Primer verwendet werden

e der Ansatz wird 5 min. bei 65°C inkubiert, damit die Sekundérstruktur der RNA zerstort wird und die Primer
an die komplementidre mRNA-Sequenz binden kénnen

e dann ldsst man den Ansatz 10 min. bei RT abkiihlen und pipettiert anschlieBend in folgender Reihenfolge:

10 x Ist Strand Buffer Sul
0,1 M DTT Sul
RNase-Inhibitor (Pharmacia) 1 ul
gut mischen

dNTPs 25 mM 3ul
M-MulV-RT (20 U/ul) 1 ul

e der Gesamtansatz wird gut gemischt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert
e die fertige cDNA kann entweder sofort fiir die PCR eingesetzt oder bei -20°C eingefroren werden

PCR mit cDNA

Die PCR mit der durch reverse Transkription entstandenen cDNA ldsst eine semiquantitative Analyse der
mRNA-Konzentration zu. Wéhlt man fiir die PCR eine geeignete Verdiinnung der entstandenen cDNA aus, so
kann die PCR anhand der Stirke der DNA-Bande im Agarosegel die Menge an mRNA-Transkript
wiederspiegeln. Fiir die PCR wurden cDNA-Verdiinnungen von 1:10, 1:50 und 1:100 eingesetzt, da in diesem
Bereich noch keine Sittigung der PCR auftrat und somit Aussagen iiber die Transkriptionsstirke gemacht
werden konnten.

Standard-PCR-Ansatz: cDNA 5,0 ul
Silverstar Polymerase Puffer 10 x 10,0 pl
MgCl, 25 mM 6,0 ul
dNTPs 20 mM 1,0 pl
Primer I (0,5 pg/ul) 1,0 ul
Primer II (0,5 pg/ul) 1,0 ul
Silverstar Polymerase (5 U/ul) 0,1 wl

ad 100 pl HyOgeri)

Standard-PCR-Bedingungen: 94°C /3 min. first step delay
94°C/ 1 min. Denaturierung
54°C/ 1 min. Annealing 30 Zyklen
72°C / 1 min. Elongation
72°C / 3 min. last step delay

Bei der PCR mit c¢cDNA wurden von den Standard-PCR-Bedingungen abweichende Zeiten und
Annealingtemperaturen verwendet.



4 Methoden 64

4.2 Zellkultur

Eukaryotische Zellen werden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, in speziellen Petrischalen oder
Kulturflaschen gehalten. Die verwendeten Puffer und Medien werden stets auf 37°C vorgewarmt.

RPMI-Komplettmedium: FCS (fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert) 50 ml
L-Glutamin (Stammlsg. 200 mM) Sml
Penicillin-Streptomycin-Lsg. (P: 500 U/ml; S: 5 mg/ml) 5 ml

ad 500 ml RPMI 1640-Medium

RPMI-Komplettmedium  FCS (fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert) 50 ml
ohne Antibiotikum: L-Glutamin (Stammlsg. 200 mM) 5 ml
ad 500 ml RPMI 1640-Medium

10 x PBS: NaCl 80,0 g

KCl 2,0g

Na,HPO, 11,5¢g

KH,PO, 20¢

ad 1000 ml HyOyeqt.

10 x Ca**/Mg*": MgCLx6H,0 1,0g

CaCl, 10g

ad 1000 ml HyO 4o,

PBS + Ca”'/Mg*": 10 x PBS 100 ml

nicht autoklavieren 10 x Ca®>/Mg*" 100 ml

ad 1000 ml H,Oyeq.

Trypsin/EDTA-Losung:  Trypsin 0,5 %
EDTA 0.2 %
PBS

4.2.1 Auftauen und Einfrieren von eukaryotischen Zellen (77)

Auftauen eukaryotischer Zellen

Man lagert eukaryotische Zellen in fliissigem Stickstoff. Dort konnen die Zellen {iber mehrere Jahre aufbewahrt
werden. Das den Eukaryotenzellen zugesetzte Gefrierschutzmittel DMSO (Dimethylsulfoxid, 10 %) verhindert
dabei die Entstehung von intrazelluldren Eiskristallen. Da DMSO zytotoxisch ist, ist es wichtig, das Medium so
bald wie moglich zu wechseln.

e die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen werden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und sofort in einer
Flasche mit 10 ml vorgelegtem Kulturmedium ausgesat

e nach 3 - 6 h tberpriift man, ob sich die Zellen am Flaschenboden abgesetzt haben und wechselt dann das
(noch DMSO enthaltende) Medium

Einfrieren eukaryotischer Zellen

e zundchst werden die Zellen durch Trypsinisieren (MDBK, TIB-73) oder Abschaben (J774) (Kap. 4.2.2)
abgelost

e dann wird die Zellzahl bestimmt (Kap. 4.2.3) und auf 2 - 4 x 10° Zellen/ml eingestellt

e auf Eis werden jeweils 900 pl Zellsuspension in einem Kryoréhrchen mit 100 ul DMSO versetzt und UN bei
-80°C eingefroren, bevor sie in fliissigem Stickstoff aufbewahrt werden.
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4.2.2 Subkultivierung von eukaryotischen Zellen

Trypsinisierung von MDBK- und TIB73-Zellen

e das Medium wird aus der Kulturflasche (250 ml) abgesaugt und die Zellen 1 x mit 10 ml 1 x PBS ohne
Ca*"/Mg*" gewaschen (zur Entfernung von Ca®’- und Mg®*-Ionen aus dem Medium)

e man gibt 2 ml Trypsin/EDTA-Losung auf die Zellen und inkubiert fiir 1 min bei RT (das EDTA féngt die
Ca**-Ionen ab und verhindert so, dass diese das Trypsin inhibieren)

e anschliefend wird die iiberschiissige Trypsin/EDTA-Losung abgezogen und die Zellen fiir ca. 5 min. im
Brutschrank (37°C; 5 % CO,) inkubiert

e sobald man das Ablosen der Zellen in Form von "weilen Schlieren" beobachten kann, werden die Zellen in
10 ml Kulturmedium resuspendiert und 2 ml der Suspension in einer neuen Kulturflasche mit 20 ml
vorgelegtem Kulturmedium ausgesét

Splitten von J774-Makrophagen

e das Medium wird aus der Kulturflasche (250 ml) abgesaugt und die Zellen 1 x mit 10 ml 1 x PBS ohne
Ca’"/Mg*" gewaschen
es werden 10 ml Kulturmedium hinzugegeben
mit Hilfe einer gebogenen Pasteurpipette (die Pasteurpipette wird wie ein Drigalski-Spatel {iber der
Gasflamme gebogen) werden die Zellen vom Flaschenboden abgeschabt

o anschlieBend werden die Zellen resuspendiert und in Kulturflaschen mit vorgelegtem Komplettmedium
verteilt

4.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl (LZZ)

Eine Differenzierung zwischen lebenden und toten Zellen erfolgt mittels des Farbstoffes Trypanblau. Bei toten
Zellen dringt der Farbstoff durch die Zellwand in die Zelle ein und diese werden deshalb blau geférbt. Lebende
Zellen nehmen Trypanblau jedoch nur sehr langsam auf und sind deshalb unter dem Mikroskop als weile Zellen
sichtbar.

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgt mit Hilfe der Neubauer improved-Zéihlkammer:

e 20 ul der abtrypsinisierten bzw. abgeschabten Zellen (Kap. 4.2.2) werden mit 20 pl Trypanblau gemischt und
in der Zahlkammer ausgezéhlt
es werden 2 Grof3quadrate mit je 25 Kleinquadraten ausgezihlt
die Lebendzellzahl wird folgendermaBen berechnet:

Lebendzellzahl/ml = 2 GroBquadrate x 10*

4.2.4 Infektion von Siugerzellen mit Listerien

Herstellung von Bakterienaliquots

Um vergleichbare Bakterienzahlen bei der Infektion eukaryotischer Zellen zu erhalten, wurden Bakterienaliquots
angelegt, die fiir alle nachfolgenden beschriebenen Infektionsversuche verwendet wurden.

Einfriermedium: 1 x PBS + 20 % Glycerin

e cine Listerien-UNK wird 1:25 mit BHI-Medium auf 25 ml verdiinnt und bis zur spit-logarithmischen Phase
(180 KE) hochgezogen
man entnimmt 20 ml und zentrifugiert fiir 10 min. bei 6000 rpm, 4°C
anschlieBend werden die Bakterien 2 x mit 1 x PBS gewaschen, erneut abzentrifugiert (10 min., 10000 rpm,
4°C) und in 30 ml 1 x PBS + 20 % Glycerin aufgenommen
man aliquotiert die Bakteriensuspension und bewahrt die Eppendorfcaps bei -80°C auf
am nichsten Tag wird eine Verdiinnungsreihe angelegt und verschiedene Verdiinnungsstufen auf BHI-
Platten ausplattiert, um die Lebendzellzahl der Bakterienaliquots zu bestimmen

Lebendzellzahl/ml = gezihlte Kolonien x Verdiinnungsfaktor x 10
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Infektion von MDBK-Zellen

Die Zellen werden vor der Infektion iiber Nacht in antibiotikumfreiem RPMI-Komplettmedium in 250 ml-
Zellkulturflaschen inkubiert. Zur Infektion werden Aliquots (Kap. 4.2.4) von Listerien (L. ivanovii ATCC19119
und L. ivanovii PDC22) eingesetzt.

MOI: Die MOI (multiplicity of infection) betrug in den durchgefiihrten Infektionen 10:1 und 50:1. Dies
bedeutet, dass auf eine MDBK-Zelle 10 bzw. 50 Bakterienzellen kommen.
Infektionsdauer: Die Initialinfektion betrug 45 min., anschlieBend wurde eine Sstiindige Infektion durchgefiihrt.

e die Zellen einer Kulturflasche werden abtrypsinisiert (Kap. 4.2.2) und die Lebendzellzahl bestimmt (Kap.
4.2.3)

e anhand der Lebendzellzahl wird die MOI fiir die Infektion ausgerechnet und anschlieBend ein
Bakterienaliquot auf Eis aufgetaut

e aus einer weiteren Kulturflasche wird das Medium abgesaugt und die MDBK-Zellen 1 x mit 10 ml 1 x PBS +
Ca*"/Mg*" gewaschen

e es werden 20 ml Kulturmedium ohne Antibiotikum und FCS mit einer entsprechenden Menge
Bakterienaliquot (abhéngig von MOI) gemischt und in die Kulturflasche pipettiert
man inkubiert 45 min. im Brutschrank (37°C; 5 % CO,) (Initialinfektion)
anschlieBend werden die Zellen 2 x mit 10 ml 1 x PBS + Ca®"/Mg** gewaschen, 20 ml frisches Medium mit
FCS und 100 pg/ml Gentamycin (zur Abtdtung extrazelluldrer Bakterien) zugegeben und wieder im
Brutschrank (37°C; 5 % CO,) inkubiert; ab diesem Zeitpunkt beginnt die eigentliche Infektionszeit

e nach | h zieht man das Medium wieder ab, pipettiert 20 ml RPMI mit FCS und 10 pg/ml Gentamycin in die
Flasche und inkubiert diese weitere 4 h im Brutschrank (37°C; 5 % CO,)
nach Infektionsende (5 h) entfernt man das Medium und wischt die Zellen 2 x mit 1 x PBS + Ca*"/Mg**
zur Lyse der MDBK-Zellen gibt man 10 ml eiskaltes HyOg.s. zu und inkubiert die Kulturflasche kurze Zeit
auf Eis bzw. bei -20°C

e zum besseren Lysieren kann die Flasche zusitzlich geschiittelt werden, bis ein Abldsen der Zellen vom
Flaschenboden sichtbar wird; zusitzlich sollte unter dem Mikroskop kontrolliert werden, dass die Zellen
lysiert sind und sich komplett vom Flaschenboden abgeldst haben

e anschliefend iiberfithrt man die Zellsuspension in ein 15 ml-Greinerrdhrchen, vortext gut und nimmt 100 pl
von der Zellsuspension ab, um eine Verdiinnungsreihe anzulegen

e von der Verdiinnungsreihe werden je 100 pl der Verdinnungsstufen 10~ und 10* auf je 2 BHI-Platten
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert

e am nichsten Tag zihlt man die Platten aus und kann die tatséchliche intrazelluldre Zellzahl bestimmen:

intrazellulire Zellzahl/ml = gezihlte Kolonien x Verdiinnungsstufe (10~ bzw. 10*) x 10
intrazellulire Zellzahl/Flasche = gezihlte Kolonien x Verd.stufe (10> bzw. 10%) x 10 x 10

e die lysierten Zellen werden in ein 15 ml-Greinerrdhrchen iiberfithrt und 15 min. bei 6000 rpm und 4°C
abzentrifugiert
e das Pellet wird bei -80°C eingefroren und kann so lédngere Zeit gelagert werden

Infektion von TIB-73-Zellen

Die Infektion erfolgt analog zur Infektion der MDBK-Zellen, es wurde zur Lyse der Zellen allerdings lédngere
Zeit auf Eis bzw. bei —20°C inkubiert, da sich die Zellen schlechter ablésen lie3en.

MOI: Die MOI (multiplicity of infection) betrug in den durchgefiihrten Infektionen 10:1. Dies bedeutet, dass
auf eine TIB-73-Zelle 10 Bakterienzellen kommen.
Infektionsdauer: Die Initialinfektion betrug 45 min., anschlieBend wurde eine Sstiindige Infektion durchgefiihrt.

Infektion von J774-Makrophagen

Die Infektion erfolgt analog zur Infektion der MDBK-Zellen, es wurde zur Lyse der Zellen jedoch nicht auf Eis
bzw. bei -20°C inkubiert, da sich die Zellen schon bei Zugabe von eiskaltem H,Oq4.. ablosen und lysieren.

MOI: Die MOI (multiplicity of infection) betrug in den durchgefiihrten Infektionen 10:1. Dies bedeutet, dass
auf eine J774-Zelle 10 Bakterienzellen kommen.
Infektionsdauer: Die Initialinfektion betrug 45 min., anschlieBend wurde eine Sstiindige Infektion
durchgefiihrt.
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4.2.5 Intrazellulire RNA-Isolierung (53)

Die Isolierung intrazelluldrer RNA erfolgt mit Hilfe des E.ZN.A.® Bacterial RNA Kits (PeqLab), wobei das

Protokoll des Herstellers leicht abgewandelt wurde, da fiir die Lyse der Zellen der RNA-FastPrep eingesetzt

wurde (Kap. 4.1.22).

e das Pellet der eingefrorenen Zellen wird auf Eis aufgetaut, in 200 ul BRL-Puffer resuspendiert und mit 1 ml
TRK-Puffer (+ 20 pl B-Mercaptoethanol/ml TRK) gemischt

e man iberfiihrt die Losung in ein FastRNA-Cap mit Glaskiigelchen und lysiert die Zellen im RNA-FastPrep
(Speed 6,5; Zeit 45 s; 2 — 3 x); um ein starkes Erwdrmen der Losung zu vermeiden, wird das Cap zwischen
den einzelnen Vorgéngen kurze Zeit auf Eis inkubiert

e die Zelltrimmer und Glaskiigelchen werden fiir 1 min. bei 15000 rpm abzentrifugiert, der die RNA
enthaltende Uberstand abgenommen und mit 0,83 Volumen absolutem EtOH gemischt; hier kann es bei
grofen RNA-Mengen moglich sein, dass schon bei Zugabe von EtOH RNA in Form von weilen,
fadenformigen Schlieren ausfillt; diese muss dann auch auf die Sdulen tiberfiihrt werden

e man verteilt die RNA-Lsung auf 2 Sdulen (evt. 3 Séulen, wenn zuvor schon RNA ausgefallen ist) und fiihrt
nachfolgend die RNA-Isolierung nach Anleitung des Herstellers durch

e die isolierte RNA wird anschliefend mit DNase behandelt (Kap. 4.1.23) und kann aliquotiert bei -80°C
aufbewahrt werden

4.3 Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Listeria ivanovii

4.3.1 Wachstum bei 20°C und 37°C

e eine bei 37°C gewachsene Listerien-UNK wird 1:10 verdiinnt (2 Ansitze) und je 1 Kolben bei 20°C bzw.
37°C im Schiittler (190 rpm) inkubiert

e in regelméBigen Abstinden werden bei beiden Kolben die optische Dichte im Klett-Photometer bzw. im
Photometer bei 600 nm gemessen und notiert

e man ldsst die Listerien bis zur stationdren Phase wachsen und kann dann anhand der gemessenen Werte eine
Wachstumskurve erstellen

e alternativ kann bei einer optischen Dichte von 180 — 200 KE (ODgy von 1,0; spit-logarithmische
Wachstumsphase) die Bakterienkultur abzentrifugiert werden (15 min., 20° bzw. 37°C, 6000 rpm) und das
Pellet fiir die spatere RNA-Isolierung bei -80°C gelagert werden

4.3.2 Wachstum mit und ohne MEM (""MEM-Shift")

eine Listerien-UNK wird 1:10 mit BHI verdiinnt und bei 37°C im Schiittler inkubiert
bei einer optischen Dichte von 180 — 200 KE (ODgy von 1,0; spétlogarithmische Wachstumsphase) werden
die Listerien auf 2 Greinerrhrchen aufgeteilt und fiir 15 min. bei 37°C und 6000 rpm abzentrifugiert

e das Pellet des einen Ansatzes wird nach dem Abzentrifugieren fiir die spitere RNA-Isolierung bei -80°C
aufbewahrt
das zweite Pellet wird 1 x mit 1 x PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert (15 min., 37°C, 6000 rpm)
anschlieBend resuspendiert man das Pellet in 10 ml MEM, gibt die Losung in eine Zellkulturflasche und
inkubiert diese 30 min. im Zellkulturbrutschrank (37°C, 5 % CO,)

e nach der 30miniitigen Inkubation werden die Bakterien abzentrifugiert (15 min., 37°C, 6000 rpm) und das
Pellet fiir die spitere RNA-Isolierung bei -80°C aufbewahrt

4.3.3 MIC-Test

Wenn keine genaue Angabe vorhanden ist, welche Antibiotikumkonzentration die zu untersuchenden Bakterien

noch tolerieren, so kann man dies durch sog. Gradientenplatten (Kap. 3.3) testen. Eine weitere Methode zur

Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) ist der sog. MIC-Test.

e man verdiinnt eine Bakterien-UNK 1: 100 und pipettiert davon je 50 ul in 10 Kapsenbergréhrchen mit je 5
ml vorgelegtem Medium

e anschliefend gibt man eine Antibiotikumlésung zu, die zuvor in Zweierschritten verdiinnt wurde und erhalt
so eine Reihe von Réhrchen mit abnehmender Antibiotikumkonzentration

e die Rohrchen werden iiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert und am nichsten Tag auf Triibung (=
Bakterienwachstum) untersucht; die minimale inhibitorische Konzentration des Antibiotikums kann nun
durch das erste Rohrchen, bei dem kein Bakterienwachstum mehr auftritt, bestimmt werden
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S Ergebnisse

Wie im Abschnitt Zielsetzung ausgefiihrt, sollte zunichst der in verschiedenen Mutanten des
L. ivanovii-Typstamms ATCC19119 spontan deletierte Chromosomenbereich molekular
charakterisiert werden. Dazu wurde die L. ivanovii-Mutante GD-3 verwendet. Diese war, wie
bereits erwéhnt, in der Arbeitsgruppe des spanischen Kooperationspartners durch G.
Dominguez-Bernal nach einmonatiger Stationdrphasen-Kultivierung eines wildtypischen L.
ivanovii-Stammes unter Temperaturstress (41,5°C) erhalten worden. Wie die ebenfalls
erwihnte Mutante 44/2 fiel auch die Mutante GD-3 durch einen nur schwach hdamolytischen
Phinotyp auf, vergleichbar etwa dem Hamolyseverhalten von L. monocytogenes (60).

Wie bei 44/2 war auch im Kulturiiberstand von GD-3 keine Sphingomyelinase-Aktivitit und
auch nicht das normalerweise stark exprimierte Protein i-InlE nachweisbar. Weiterhin
konnten weder das Sphingomyelinase-Gen smcL noch die benachbarten Gene i-inl/F und i-
inlE oder das schon friiher identifizierte "Open Reading Frame 3" in PCR-Reaktionen mit
GD-3-DNA als Template amplifiziert werden. Dies lieB den Schluss zu, dass bei der Mutante
GD-3 mit groBer Wahrscheinlichkeit ein zusammenhéngender Chromosomenabschnitt von
wenigstens 5 kb spontan deletiert war. Mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese konnte G.
Dominguez-Bernal die Gesamtgrof3e des deletierten Bereichs auf etwa 18-20 kb festlegen. In
Abb. 5.1 ist schematisch dargestellt, was bei Beginn dieser Arbeit iiber den Aufbau des
fraglichen Genombereichs bekannt war.

smcL i-inlF i-inl[E ORF3

Abb. 5.1: Kenntnisstand bei Beginn der Arbeit iiber die Genomstruktur von L. ivanovii im
Deletionsbereich der Mutante GD-3
Dargestellt sind die deletierten Gene bzw. ORFs, die in L. ivanovii GD-3 nicht mehr vorhanden
sind. Uber das Ende der Deletion war zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nichts bekannt.
smcL: Gen fiir die Sphingomyelinase
i-inlF, i-inlE: Gene fur die kleinen Internaline F und E
ORF3: Open Reading Frame 3, Funktion unbekannt
? flankierende Chromosomenbereiche unbekannter Sequenz

In Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern an der "Universidad Complutense de
Madrid", insbesondere mit G. Dominguez-Bernal, sollten dieser gesamte deletionsanfillige
Genombereich von L. ivanovii sequenziert und vor allem zunidchst die genauen
Deletionsbruchpunkte bestimmt werden. Eventuelle Besonderheiten der DNA-Bereiche um
die Deletionsbruchpunkte wie Repeat-Regionen oder Insertionselemente sollten dabei
Hinweise auf den Deletionsmechanismus liefern. Da die bereits charakterisierten Gene in
dieser Region (smcL, i-inlF, i-inlE) offensichtlich eine Funktion in der Virulenz von L.
ivanovii haben (69, 95), stellte sich weiterhin die Frage, ob in dem spontan deletierbaren
Genombereich weitere Virulenz-assoziierte Gene liegen und ob Hinweise auf eine Herkunft
dieser Region aus einem horizontalen Gentransfer von anderen Mikroorganismen gefunden
werden konnen.
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Um diesen umfangreichen Fragenkomplex rasch bearbeiten zu konnen, wurde eine
Arbeitsteilung mit dem spanischen Kooperationspartner vereinbart. Dabei sollte der
downstream (in der obigen Darstellung links) von smcL gelegene Bereich in Madrid, der
upstream (rechts) gelegene Genomabschnitt in der vorliegenden Arbeit sequenziert und
charakterisiert werden.

5.1 Sequenzierung des unbekannten, in der Mutante GD-3
deletierten Bereichs upstream (rechts) von smcL

Zur Gewinnung von DNA-Fragmenten aus der gewiinschten Region wurde das sogenannte
"Genome Walking" eingesetzt. Damit konnen, ausgehend von bekannten DNA-Sequenzen,
angrenzende Chromosomenabschnitte schrittweise isoliert und somit einer Analyse
zuginglich gemacht werden.

5.1.1 Suche nach dem rechten Ende der Deletion mittels Genome Walking

Im Laufe dieser Arbeit wurden mehrere Verfahren des Genome Walkings (Kap. 4.1.19)
getestet. Mit der Methode der Vektorette erhielt man nur kleine PCR-Produkte, die zum Teil
nicht spezifisch waren. Ein weiteres Verfahren des Genome Walkings war die Amplifikation
aus chromosomaler DNA mit sog. Semi-random Primern, durch das man allerdings sehr viele
unspezifische Nebenbanden in den PCRs erhielt.

Am erfolgreichsten zeigte sich das Genome Walking mit dem Universal GenomeWalker™
Kit von Clontech. Mit Hilfe dieses Kits war es moglich, groBere Bereiche im listeriellen
Genom zu "iiberspringen", d.h. von der bekannten Sequenz aus gezielt zu isolieren.

Zunichst wurde chromosomale DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen (EcoRV, Hpal,
Pvull, Nrul, Stul) blunt end verdaut und anschlieBend an den GenomeWalker Adaptor ligiert.
So erhielt man verschiedene GenomeWalker "Libraries", aus denen dann der gesuchte DNA-
Bereich mittels PCR amplifiziert wurde. Fiir die erste PCR wurde ein Gen-spezifischer Primer
(CORF4.1) aus der Sequenz downstream des Open Reading Frames ORF3 gewéhlt und als
zweites Oligonukleotid der sog. Adaptor Primer (AP1) verwendet, der im Kit mitgeliefert
wurde und an den GenomeWalker Adaptor bindet. AnschlieBend wurde eine zweite, sog.
"nested" PCR durchgefiihrt, wobei das Produkt der ersten PCR 1:50 verdiinnt als Template
eingesetzt wurde. Auf diese Weise konnten geeignete Fragmente angereichert werden.

Die so erhaltenen PCR-Produkte wurden dann ohne vorherige Klonierung mit dem Gen-
spezifischen und Adaptor Primer direkt sequenziert. Aus der Sequenz wurde ein neuer Gen-
spezifischer Primer fiir eine weitere Genome Walking-PCR ausgewihlt.

So konnten durch verschiedene PCRs mehrere geeignete Fragmente (Tab. 5.1) identifiziert
und sequenziert werden. Vor allem mit den Restriktionsenzymen EcoRV und Nrul konnten
brauchbare Genome Walking-Fragmente identifiziert werden. Allerdings lag die Grof3e der
PCR-Produkte unter den im Universal GenomeWalker™ Kit angegebenen Fragmentgrof3en
(bis zu 6 kb). In dieser Arbeit wurden maximal 2,6 kb erreicht.
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Stul stellte sich als ungeeignetes Enzym fiir die Herstellung einer Genome Walker "Library"
in L. ivanovii heraus, da in keiner PCR Produkte amplifiziert werden konnten.

Genome Walker "Library" EcoRV Hpal Pvull Nrul Stul
1. PCR: CORF4.1 x AP2 ~2,6 kb | (~600bp) | (~600 bp) - -
2. PCR: LIPI2-3 x AP1 (~ 550 bp) - (~1,0kb) | ~1,1 kb -
3. PCR: LIPI2-4 x AP1 (~300bp) | (~800bp) | (~350bp) | ~400 bp -
4. PCR: LIPI2-5 x AP1 ~1,7 kb - (~ 750 bp) - -
5. PCR: LIPI2-6 x AP1 (~500bp) | ~0,7kb | (~750bp) - -

Tab. 5.1: Uberblick iiber die Genome Walker-PCRs in L. ivanovii ATCC19119
EcoRV, Hpal, Pvull, Nrul, Stul: "blunt end"-Restriktionsenzyme, mit denen die
GenomeWalker "Libraries" hergestellt wurden
Dick gedruckt findet man die sequenzierten Fragmente, in Klammern sind weitere
GenomeWalking-Produkte dargestellt, die aber aufgrund zu geringer GroBe bzw. wegen
unspezifischer Sequenzen nicht weiter beriicksichtigt wurden.

Da die Genome Walking-Fragmente iiberlappen, konnte eine zusammenhéngende Sequenz
von ca. 5,5 kb (Abb. 5.2) hergestellt werden.

EcoRV
L h GenomeWalker ~2,6 kb
> >4+ <
CORF4.1 LIPI2-3/-3K Ap2  Adaptor
Nrul
[ h ~1,1 kb
> < >4+ <
LIPI2-3/-3K LIPI2-4/-4K AP1
Nrul
~0,4 kb
> >
LIPI12-4/-4K/-5 AP1
EcoRV
[ h ~1,7 kb
> >4 <
LIPI12-5/-5K LIPI12-6/-6K AP1
Hpal
~0,7 kb
> < <
LIPI2-6/-6K AP1
EcoRV Nrul EcoRV Hpal
~5,5kb
> >« > > > <
CORF4.1 LIPI2-3/-3K  LIPI2-4/-4K LIPI2- LIP12-6/-6K
5/-5K

Abb. 5.2: Ubersicht iiber die durch das Genome Walking erhaltenen Fragmente
—, « fiir das Genome Walking bzw. die Kontroll-PCRs verwendete Oligonukleotide
In hellgriin sind die einzelnen Genome Walking-Fragmente mit ligiertem Adaptor (rot) dargestellt, in
dunkelgriin findet sich die aus den Einzelfragmenten zusammengesetzte Sequenz.
Am rechten Rand der Graphik ist die Grof3e der einzelnen DNA-Fragmente angegeben.

Zuséatzlich wurden nach jeder Genome Walking-PCR Oligonukleotide aus der erhaltenen
Sequenz ausgewihlt. Mit diesen wurden Kontroll-PCRs mit L. ivanovii ATCC19119 und der
Deletionsmutante L. ivanovii GD-3 durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob die erhaltene Sequenz
noch innerhalb der Deletion oder schon aullerhalb lag. Die verwendeten Primerkombinationen
sind in Abb. 5.2 und Tab. 5.2 zu sehen.
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Bei allen in Tab. 5.2 gezeigten PCRs konnte bei L. ivanovii GD-3 kein PCR-Produkt
nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass die ausgewédhlten Oligonukleotide auf einem
Genomabschnitt liegen, der in der Mutante noch deletiert ist.

Kontroll-PCR L. ivanovii L. ivanovii GD-3
LIPI2-3 x LIPI2-3K + -

LIPI2-4 x LIPI2-4K
LIPI2-5 x LIPI2-5K
LIPI2-6 x LIPI2-6K

+ 4+

Tab. 5.2: Kontroll-PCRs zur Uberpriifung der Deletion
+ PCR-Produkt vorhanden
- kein PCR-Produkt nachweisbar, d.h. Primer liegen innerhalb der Deletion

Im Laufe der Genome Walking- und Sequenzierungsarbeiten konnte beim spanischen
Kooperationspartner das linke Ende der Deletion identifiziert werden. Durch geeignete PCRs
wurde dann auch das rechte Deletionsende bestimmt. Fiir die weitere Sequenzierung des
rechten deletierten Bereichs wurde von G. Dominguez-Bernal ein Primerpaar (ED-4 x ED-5)
zur Verfiigung gestellt, mit dem in dieser Arbeit weitere DNA-Fragmente amplifiziert werden
konnten.

5.1.2 Sequenzierung des rechts von smcL liegenden Bereichs

Die in Abb. 5.2 gezeigte Sequenz enthielt noch groB3e Bereiche mit nicht sequenzierter DNA.
Aus diesem Grund wurden Teile dieser Sequenz mit geeigneten Oligonukleotiden nochmals
durch PCR amplifiziert und sequenziert. Zudem mussten etliche Bereiche nachsequenziert
werden, um fragliche Sequenzen zu {iberpriifen. Zusitzlich wurden mit den aus Madrid zur
Verfligung gestellten Primern ED-4 und ED-5 PCRs durchgefiihrt, um weitere Bereiche bis
zum rechten Ende der Deletion abdecken zu kdnnen.

Vom Aufbau der Deletionsenden war zu diesem Zeitpunkt noch nichts bekannt. Deshalb
sollte iiber den rechten Deletionsbruchpunkt hinaus noch ein weiteres Stiick der genomischen
DNA von L. ivanovii sequenziert werden, um den Deletionsbruchpunkt und dessen
flankierende Bereiche genauer charakterisieren zu konnen.

In Abb. 5.3 ist ein Uberblick iiber die durchgefiihrten PCRs und Sequenzierungsreaktionen
gezeigt.

Mit den Oligonukleotiden CORF4.1 und LIPI2-5K wurde ein mit den Genome Walking-
Fragmenten iiberlappendes PCR-Produkt von ca. 3,6 kb amplifiziert, um unsichere
Sequenzabschnitte nochmals zu {iberpriifen.

Ein weiteres, ca. 4,1 kb grofles Fragment wurde mit den von G. Dominguez-Bernal zur
Verfiigung gestellten Primern ED-4 und ED-5 hergestellt, wobei das Oligonukleotid ED-5 im
bereits in dieser Arbeit sequenzierten Bereich lag. Zudem iiberlappt dieses Fragment zur
Halfte mit den Genome Walking-Sequenzen.
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EctlaRV
[ ]
—> —
CORF4.1 LIPI2-3 Nrul
1kb
—> —
LIPI2:3  LIPI24 ppy
=5
LIPI2-4LIPI2-5 EcoRV
[ ]
=5 =
LIPI2-5 LPI26  Hpal
-
— K <+
CORF4.1 Lipi24 2P CIP12-21 LIPI2:5K LIPI2-6
C— 1
- <« > -~
LIPI20  LIPI20K LIPI2-3 LIPI2-5K
[ ]
_> 4—
LIPI25.1 LIPI2-6K
[ ]
_> 4—
LIPI2-5 LIPI2-6K
=5 <
LIPI24  LIPI2-5K
[ ] [ ]
- < > -— - -«
LIPI2-4.1 LIPI24K LIPI2-7  LIPI2-7K ED-71  ED4
s |
—> — -— -«
ED-5 arkso7 arksgo ED-4
[ ] [ ]
= — S - — -
ED-5  ED-6.1 LIPI2-6/-0 ark1749/1528 arks90  ED4
| I—  I—
> > <
ED5.3 ED-6.1 ED-4.4/ 4.3
[ ]
== 5« -— — «— <
ark807  ark1749/1528  ark890 LIPI210 LIPI213  LIPI2-14 911
C— 1 [ ]
- - - — <«
ark1749 ark890 LIPI2-12 LIPI213  LIPI214 91-1
[ ]
_’ 4—
LIPI2-12 LIPI214
<—
LIPI2-13 LIPI214
EcoRV Nrul EcoRV Hpal
— -« = -«
CORF4.1 LIPI2:5K ED-4 911
— —
ED-5 LIPI210

Abb. 5.3: PCRs und Sequenzierungsreaktionen im Bereich rechts von smcL
—, « fiir die PCRs und Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide
In hellgriin sind nochmals die aus Abb. 5.2 bekannten Genome Walking-Fragmente dargestellt.
In blau sind die zusitzlich durchgefiihrten PCRs gezeigt, wobei die dunkelblauen Fragmente die
zuerst amplifizierten DNA-Bereiche darstellen. Zusitzlich wurden zahlreiche Fragmente (hellblau)
nochmals amplifiziert, um unsichere Sequenzen zu iiberpriifen. Die fiir die Sequenzierungen
eingesetzten Oligonukleotide sind bei den jeweiligen Fragmenten als Pfeile angegeben.
In dunkelgriin findet sich die aus den Einzelfragmenten zusammengesetzte Sequenz.

Als letztes wurde ein PCR-Produkt von ca. 2,2 kb amplifiziert, um weitere Informationen
tiber die Bereiche rechts des Deletionsbruchpunkts zu erhalten. Durch die ersten Analysen
sequenzierter Bereiche innerhalb der Deletion hatte sich herausgestellt, dass die identifizierten
Gene bzw. Open Reading Frames (ORFs) nicht nur in L. ivanovii, sondern zum Teil auch in
L. monocytogenes EGDe zu finden sind (Kap. 5.1.4). Deshalb wurden aus der durch das
"Listeria Genome Sequencing Project" bekannten L. monocytogenes EGDe-Sequenz vier
Oligonukleotide rechts des Deletionsendes ausgewdhlt und mit geeigneten Primern aus den
Sequenzen von L. ivanovii kombiniert, um so mit PCR eventuell weitere Fragmente
amplifizieren zu konnen. Wie in Abb. 5.4 gezeigt, stellte sich nur eines der vier getesteten L.
monocytogenes EGDe-Oligonukleotide (Tab. 5.3) als geeignet fiir L. ivanovii heraus.
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Primerkombination L. ivanovii
LIPI2-10 x 91-1 (1) +
LIPI2-10 x 91-2 (2) -
LIPI2-10 x 92-1 (3) -
LIPI2-10 x 92-2 (4) -
LIPI2-12 x 91-1 (5) +
LIPI2-12 x 91-2 (6) -
LIPI2-12 x 92-1 (7) -
LIPI2-12 x 92-2 (8) -

Tab. 5.3: PCR mit unterschiedlichen Primerkombinationen
LIPI2-10, LIPI2-12: Primer aus der L. ivanovii-Sequenz
91-1, 91-2, 92-1, 92-2: Primer aus der L. monocytogenes EGDe-Sequenz
+ PCR-Produkt vorhanden; - kein PCR-Produkt nachweisbar
In Klammer sind die Spuren angegeben, in denen das PCR-Produkt im
nachfolgenden Agarosegel (Abb. 5.4) zu finden ist.

Betrachtet man Abb. 5.4, so konnte nur in Spur 1 und 5 des Agarosegels ein PCR-Produkt
detektiert werden. Fiir beide PCR-Ansidtze wurde der L. monocytogenes EGDe-Primer 91-1
eingesetzt und zeigt somit Bindung in der in diesem Bereich noch unbekannten L. ivanovii-
Sequenz. Die beiden in Abb. 5.4 dargestellten DNA-Fragmente wurden anschlieend mit den
entsprechenden Oligonukleotiden sequenziert und damit ein Bereich von ca. 2,2 kb rechts des

Deletionsendes bestimmt.
M1 2 3 4 5 6 7 8

—
—

Abb. 5.4: PCR mit chromosomaler DNA von L. ivanovii ATCC19119
M: Marker (Stratagene)
Spur 1-8: PCR-Produkte mit den in Tab. 5.3 aufgelisteten Primerkombinationen
Die in Spur 1 und 5 sichtbare Bande besitzt eine Gré8e von ca. 2,2 kb.

Nach Vervollstindigung der in Abb. 5.3 dargestellten Sequenzierungen wurden diese mit dem
Computerprogramm Sequencher zu einer Gesamtsequenz (Contig) zusammengesetzt.

Mit Hilfe der Sequencher-Software war es moglich, iiberlappende DNA-Bereiche zu finden.
Das Programm erkennt sowohl Fragmente in 5°— 3’-Richtung als auch solche mit
entgegengesetzter Orientierung, die dann bei Bedarf umgedreht und mit komplementérer
Sequenz an die Gesamtsequenz angepasst werden. Zudem war es mdglich, sich die
Chromatogramme der Einzelsequenzen anzuschauen und so fragliche Bereiche zu iiberpriifen
bzw. auszubessern.

Insgesamt wurden so 73 Einzelsequenzen zu einer Gesamtsequenz von ca. 7,5 kb
zusammengesetzt. Zudem wurde die bekannte Ausgangssequenz mit den Genen smcL, i-inlF,
i-inlE und ORF3 hinzugefiigt, sodass man schlielich eine zusammenhidngende DNA-
Sequenz von 14,13 kb (Abb. 5.5) erhielt. Die Basenabfolge dieses Contigs ist im Anhang
(Kap. 8.1.1) dargestellt.
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Abb. 5.5: Assembling der Einzelsequenzen mit dem Computerprogramm Sequencher
—, « einzelne Sequenzierreaktionen
lipi.seg bekannte Ausgangssequenz mit den Genen smcL, i-inlF, i-inlE und ORF
Im unteren Bereich der Abbildung ist die aus den Einzelsequenzen zusammengesetzte
Gesamtsequenz als dunkler Balken dargestellt.
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5.1.3 Sequenzanalyse des upstream von smcL liegenden Bereichs

Der durch Genome Walking und PCRs identifizierte und anschlieBend vollstindig
sequenzierte Bereich upstream von smcL wurde mit Hilfe des Computerprogramms GCG und
Datenbankrecherchen im Internet analysiert. In dem ca. 7,5 kb groBBen unbekannten
Genomabschnitt von L. ivanovii sind in dieser Arbeit 13 neue Open Reading Frames (Abb.
5.6) identifiziert worden.

1kb
e B2 s I
¥ X o [+4 L 4
smeL i-iniF i-inle ORF3 2 6 G G 1pan© O % norAO

ORF9A
ORF9B
ORF9C

Abb. 5.6: Uberblick iiber die sequenzierten Open Reading Frames in L. ivanovii ATCC19119
In obenstehender Abbildung sind die neu identifizierten Open Reading Frames abgebildet.
Neben den bereits bekannten Genen smcL, i-inlF, i-inlE und ORF3 sind die 13 neuen ORFs
in Form von Pfeilen gezeigt. Rote Pfeile stellen bekannte Gene bzw. Homologien zu bekannten
Genen dar; in blau sind die beiden kleinen Internaline i-in/F und i-inlE gezeigt; in schwarz
findet sich das Gen ydel, dessen Funktion unbekannt ist; in lila sind die restlichen ORFs zu
sehen, deren mogliche Funktion ebenfalls noch nicht geklart ist.
smcL: Gen fiir die Sphingomyelinase
i-inlF, i-inlE: Gene fur die kleinen Internaline F und E
ydel: ein zum ydel-Gen aus B. subtilis dhnliches Gen
rnaH: Gen fiir die ATP-abhdngige RNA-Helicase
norA: Antibiotikumresistenzgen
ORF3-11: Open Reading Frames 3-11, Funktion unbekannt

Davon konnten drei Gene ndher charakterisiert werden:

Downstream des schon vorher bekannten ORF3 liegt das Gen ydel in entgegengesetzter
Leserichtung zu ORF3. Dieses ORF zeigt Homologien zu dem ydel-Gen von B. subtilis, das
fiir ein Protein mit unbekannter Funktion codiert.

Als weiteres neues Gen ist rnaH zu finden, das fiir eine ATP-abhingige RNA-Helicase
codiert. Die RNA-Helicase ist ein Bestandteil des sog. "Degradosoms". Dies ist ein mRNA-
Protein-Komplex bestehend aus verschiedenen Enzymen wie z.B. mehreren RNasen, einer
Polynukleotidphosphorylase, Poly(A)-Polymerasen und RNA-Helicasen, der am Abbau von
mRNA beteiligt ist und somit eine wichtige Rolle bei der metabolischen Instabilitdt von
mRNAs spielt.

Als drittes Gen konnte ein Antibiotikumresistenzgen norA identifiziert werden. Dieses Gen
codiert fiir ein membranstindiges Protein mit groer Homologie zu Effluxpumpen, die fiir
Antibiotikumresistenzen bendtigt werden.
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Zudem findet man Homologien zu weiteren Proteinen von B. subtilis, E. coli oder L. lactis,
die aber niedrigere Homologiewerte aufweisen (Tab. 5.4).

ORFS5 codiert fiir ein Protein mit Homologie zum YjdN-Protein aus E. coli. Uber dessen
Funktion ist jedoch noch nichts bekannt.

In B. subtilis finden sich mehrere homologe Proteine. So ist ORF6 &hnlich zu Yhfr und
konnte moglicherweise die Funktion einer Phosphoglyceratmutase besitzen. ORF9 besitzt
Homologie zu Yvcl und ist eventuell eine 8-Oxo-dGTPase. Bei ORF9A existieren
Ahnlichkeiten zum GlcU-Protein von B. subtilis, einem Glucose-Aufnahmeprotein. ORF9C
schlieBlich ist homolog zu YraB, einem mdglichen Transkriptionsregulator aus der MerR-
Familie.

Auch in L. lactis subsp. lactis gibt es homologe Proteine. ORF9B zeigt Ahnlichkeiten zu
einer Oxidoreductase, ORF 11 Homologie zu einem Transkriptionsregulator aus der Fnr-
CRP-Familie. Interessant ist zudem, dass ORF11 als einziges eine mogliche PrfA-Box mit
zwei Abweichungen von der Konsensussequenz besitzt.

Fir die Open Reading Frames ORF3, ORF7, ORF8 und ORFI10 lassen sich keine
signifikanten Ahnlichkeiten mit Proteinen anderer Prokaryoten (auBer Listeria sp., Kap. 5.1.4)
in den Datenbanken finden.

In nachfolgender Tabelle (Tab. 5.4) sind die analysierten Gene bzw. Open Reading Frames
der rechts von smcL identifizierten Region zusammengefasst. Neben Start- und Stopcodon
sind mogliche Ribosomenbindungsstellen (RBS) und PrfA-Boxen angegeben. Zudem findet
man die Groe der Gene (in bp) und zugehorigen Proteine (in AS bzw. kDa), sowie GC-
Gehalt und isoelektrischen Punkt. Die mdglichen Funktionen basieren auf den Ergebnissen
aus Datenbankrecherchen. Homologien zu Genen bzw. Proteinen in Listeria sp. wurden hier
noch nicht beriicksichtigt, da sie in nachfolgendem Abschnitt (Kap. 5.1.4, Tab. 5.5)
ausfiihrlich dargestellt sind.



ORF/Gen | Start- | Stop- mogliche RBS mogliche | Grofie | GC- GroBe | Isoelektrischer | Homologe Proteine in | mogliche Funktion®
codon | codon (Position)" PrfA-Box (bp) | Gehalt (AS/kDa)’ Punkt’ den Datenbanken
(%) (% Identitit/Grofie AS)’

ORF3 ATG | TAA | GAGGG (-6/-10) - 516 33,1 171/19,0 9,82 - unbekannt

ydel ATG | TAA | GAGG (-10/-13) - 594 38,1 197/22,5 6,64 Ydel B. subtilis (62/197) | unbekannt

ORF5 ATG | TAA | GGAGGA (-7/-12) - 408 36,0 135/15,3 4,24 YjdN E. coli (29/147) unbekannt

ORF6 ATG | TAA | GGAGGG (-7/-12) - 612 37,6 203/23,2 7,71 Yhfr B. subtilis (24/193) evtl. 2,3-Diphosphoglycerat-
abhingige Phosphoglyceratmutase

ORF7 ATG | TAA | AGGAGG (-7/-12) - 261 34,5 86/9,5 4,18 - unbekannt

rnaH ATG | TAA GGGA (-8/-11) - 1425 36,1 474/53,6 9,25 RnaH B. subtilis (59/479) |evtl. ~ ATP-abhingige = RNA-
Helicase (DEAD-Motiv)

ORF8 ATG | TAG | GAAGG (-9/-13) - 264 28,0 87/10,3 7,83 - unbekannt

ORFY ATG | TAA | GTAGG (-8/-12) - 477 36,1 158/18,7 5,29 Yvcl B. subtilis (30/158) | evtl. 8-0xo-dGTPase (mutT)

ORF9A ATG | TAG | GTGGG (-9/-13) - 864 35,6 287/31,5 9,47 GlcU B. subtilis (46/287) | evtl. Glucose-Aufnahmeprotein

ORFY9B ATG | TAA | GGAGA (-10/-14) - 738 38,6 245/26,2 5,53 L. lactis (47/250) evtl. Oxidoreductase

ORF9C ATG | TAA | GGAG (-11/-14) - 417 31,9 138/16,7 6,06 YraB B. subtilis (33/140) |evtl. Transkriptionsregulator
(MerR-Familie)

ORF10 ATG | TGA | GGGAG (-10/-15) - 246 32,9 81/9,1 5,83 - unbekannt

norA ATG | TGA | AAGGGA (-5/-9) - 1206 34,7 401/44,4 9,18 NorA S. pyogenes (48/431) | evtl. Antibiotikumresistenzprotein

ORF11 ATG | TAA | AAGGA (-10/-14) | aTAACAA | 348 31,9 115/13,7 9,27 L. lactis (38/228) evtl. Transkriptionsregulator (Fnr-

ATGTTgA CRP-Familie)

Tab. 5.4: Ubersicht iiber die rechts von smcL identifizierten Gene bzw. Open Reading Frames

! Die Position der Ribosomenbindungsstelle (RBS) entspricht der Entfernung in Nukleotiden bis zum mdglichen Translations-Startcodon.

? Die GréBe in kDa und der isoelektrische Punkt der Proteine wurden mit dem Programm ProtParam, verfiigbar unter http://www.expasy.ch/tools/protparam.html,
bestimmt.

3 Der Grad der Identitit in Prozent wurde mit der Anwendung BLAST ohne Filter, mittels des Algorithmus von Altschul (3), verfiigbar unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ und http://genolist.pasteur.fr/ ermittelt. Zu Listeria sp. homologe Proteine sind in Tab. 5.5 zusammengefasst.

* Die mogliche Funktion basiert auf den Homologiedaten aus den Datenbanken.
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5.1.4 Vorkommen des analysierten Bereichs in anderen Listeria-Arten:
Homologievergleich mit L. monocytogenes und L. innocua

Da schon die gesamte Sequenz des L. innocua CLIP11262- und L. monocytogenes EGDe-
Genoms verfiigbar ist (http://genolist.pasteur.fr/ListiList), wurden mit den in dieser Arbeit

identifizierten Nukleinsdure- und Aminosduresequenzen BLAST-Searches mit dem L.
innocua- und L. monocytogenes-Genom durchgefiihrt und verschiedene homologe Proteine
gefunden. Fiir alle in L. ivanovii neu identifizierten ORFs konnten homologe Proteine
identifiziert werden (Tab. 5.5), die zum Teil groBe Ahnlichkeiten (bis zu 92 % Identitit)
aufweisen.

Betrachtet man die Proteine Ydel, ORF5, ORF6, ORF7, RnaH, ORF9, ORF10 und NorA, so
findet man sowohl in L. monocytogenes als auch in L. innocua homologe Proteine von
gleicher bzw. nur geringfiigig abweichender (RnaH, ORF6) Grofle, die bis zu 92 % identisch
(RnaH) sind mit denen von L. ivanovii. Hierbei ist festzustellen, dass die meisten in L.
innocua identifizierten ORFs hohere (wenn auch nur geringfiigig) Homologie bzw. Identitét
aufweisen als die entsprechenden ORFs von L. monocytogenes (Tab. 5.5).

Ydel ist ein in B. subtilis vorkommendes konserviertes Protein. Uber seine Funktion ist aber
noch nichts bekannt. Fiir ORF5, ORF7 und ORF10 gibt es bis zum heutigen Zeitpunkt auch
noch keine Hinweise auf deren mogliche Aufgabe.

ORF6 zeigt eine schwache Ahnlichkeit zur Phosphoglyceratmutase el und konnte somit im
intermediédren Stoffwechsel involviert sein.

RnaH ist eine ATP-abhdngige RNA-Helicase, die wie in Kap. 5.1.4 schon erwihnt
Bestandteil des sog. "Degradosoms" ist und an der metabolischen Instabilitdit von mRNAs
beteiligt ist.

Fiir ORF9 findet sich eine schwache Ahnlichkeit zur 8-Oxo-dGTPase (mutT), was auf eine
mogliche Rolle bei der Signaltransduktion hindeutet.

NorA existiert auch stark konserviert (82 bzw. 81 % Identitdt) in L. monocytogenes und L.
innocua und zeigt Ahnlichkeiten zu einem Antibiotikum-Resistenzprotein auf. Seine
mogliche Aufgabe konnte die Beteiligung an Effluxpumpen und Vermittlung von
Antibiotikumresistenz sein.

Abweichungen hingegen finden sich bei ORF3, ORF8, ORF9A, ORFIB, ORFIC und ORF11
(Tab. 5.5).

Betrachtet man ORF3, so unterscheidet sich dies deutlich von den in den Listeria-
Genomsequenzen gefundenen Homologen. ORF3 von L. ivanovii hat eine Grofle von 171 AS.
In L. monocytogenes wurde ein homologes Protein von 183 AS, in L. innocua von 308 AS
gefunden. Bei beiden ist der Grad der Identitit zudem sehr gering (31 bzw. 27 % Identitét).
Uber eine mogliche Funktion dieses Proteins ist noch nichts bekannt.

Zu ORFS8 findet man in L. monocytogenes und L. innocua ein homologes Protein von gleicher
GroBe, das in L. monocytogenes 82 %, in L. innocua jedoch nur 28 % Identitéit aufweist. Auch
hier gibt es keine Angaben iiber eine mogliche Aufgabe dieses Proteins.



ORF/Gen | L. ivanovii |L. monocytogenes EGDe | L. innocua CLIP11262 mogliche Funktion®

Grofie (AS) | GroBe (%lIdentitit/AS)' | GroBe (%ldentitit/AS)'
rph - LMO01238 (-/248) LIN001201 (-/248) ghnlich zu Ribonuclease PH
ysnA - LMO01239 (-/203) LIN01202 (-/203) konserviertes hypothetisches Protein, dhnlich zu B .subtilis YsnA Protein
ysnB - LMOO01240 (-/174) LINO01203 (-/174) konserviertes hypothetisches Protein, dhnlich zu B. subtilis YsnB Protein
tRNA® - RNA-Arg RNA-Arg Transfer-RNA (Arginin)
ORF3 171 LMO02410 (31/183) LIN01486 (27/308) unbekannt
ydel 197 LMOO01242 (77/197) LINO01206 (80/197) dhnlich zu B. subtilis Ydel Protein, Funktion unbekannt
ORF5 135 LMO01243 (75/135) LIN01207 (80/135) unbekannt
ORF6 203 LMOO01244 (77/199) LINO01208 (80/199) schwache Ahnlichkeit zu Phosphoglyceratmutase el
ORF7 86 LMO01245 (83/86) LINO1213 (84/86) unbekannt
rnaH 474 LMO01246 (91/470) LINO1214 (92/470) dhnlich zu ATP-abhiangiger RNA Helicase (DEAD Motiv)
ORF8 87 LMO01247 (82/87) LIN02291 (28/88) unbekannt
ORF9 158 LMO01248 (75/158) LINO1215 (74/158) schwache Ahnlichkeit zur 8-Oxo-dGTPase (mutT)
ORF9A 287 LMO00169 (44/285) LIN00212 (45/285) dhnlich zu Glucose-Aufnahmeprotein
ORF9B 245 LMO00432 (47/248) LINO00452 (46/248) dhnlich zu Oxidoreductase
ORFIC 138 LMO01478 (41/145) LIN00818 (33/129) dhnlich zu Transkriptionsregulator (MerR-Familie)
ORF10 81 LMO01249 (79/81) LINO1216 (85/81) unbekannt
norA 401 LMOO01250 (82/401) LINO1217 (81/401) dhnlich zu Antibiotikum-Resistenzprotein
ORF11 115 LMO01251 (87/219) LINO01218 (87/219) dhnlich zu Regulator aus der Fnr-CRP-Familie (incl. PrfA)
yxkD - LMOO01252 (-/282) LINO1219 (-/281) ahnlich zu B. subtilis YxKD Protein, Funktion unbekannt

Tab. 5.5: Vergleich der neu identifizierten L. ivanovii-Gene bzw. ORFs mit der L. monocytogenes EGDe- und L. innocua CLIP11262-Genomsequenz
In dieser Tabelle sind die analysierten ORFs aus L. ivanovii mit den homologen ORFs aus der L. monocytogenes- und L. innocua-Genomsequenz

(Listeria Genome Sequencing Project, verfiigbar unter http://genolist.pasteur.fr/ListiList, [91]) verglichen.

Abweichungen sind in Fettdruck dargestellt.
" Der Grad der Identitit in Prozent wurde mit der Anwendung BLAST ohne Filter, mittels des Algorithmus von Altschul (3), verfiigbar unter

http://genolist.pasteur.fr/ ermittelt.

? Die mogliche Funktion basiert auf den Homologiedaten aus den Datenbanken.
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Betrachtet man die Lage der zu den L. ivanovii-ORFs homologen Gene in L. monocytogenes
und L. innocua, so konnen jedoch einige Unterschiede im Aufbau dieser Region erkannt
werden. Nachfolgend sind die homologen Bereiche von L. monocytogenes (Abb. 5.7) und L.
innocua (Abb. 5.8) zu sehen. Die Abbildungen wurden mit Hilfe der Listeria-
Genomsequenzen unter http://genolist.pasteur. fr/Listilist erstellt.
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Abb. 5.7: Lage der zu den L. ivanovii-ORFs homologen Gene im L. monocytogenes EGDe-Genom
In dieser Abbildung sind die in Tab. 5.5 gezeigten homologen Gene von L. monocytogenes
dargestellt. Die Graphik ist mit Hilfe der L. monocytogenes-Genomsequenz unter
http://genolist.pasteur.fr/Listilist erstellt worden. Pfeile stellen codierende Sequenzen dar. Die
Zugangsnummern bzw. Namen der einzelnen Gene sind bei den zugehdrigen Pfeilen angegeben.

Vergleicht man die in Tab. 5.5 angegebenen homologen Open Reading Frames von L.
monocytogenes mit obenstehender Abbildung (Abb. 5.7), so sind einige ORFs der Tabelle
nicht in der Abbildung zu finden. Durch Uberpriifung der Lage der einzelnen L.
monocytogenes-ORFs hat sich herausgestellt, dass die zu ORF3 homologe Sequenz
LMO02410, sowie die zu den Open Reading Frames ORF9A, ORF9B und ORF9C dhnlichen
Gene LMO00169, LMO00432 und LMOO01478 an verschiedenen anderen Stellen im L.
monocytogenes EGDe-Genom zu finden sind.

So liegt LMO2410 (Homolog zu ORF3) in einem Bereich mit Open Reading Frames
unbekannter Funktion, die zum Teil Ahnlichkeiten zu Proteinen von B. subtilis besitzen.

In unmittelbarer Nihe von LMO00169 (Homolog zu ORF9A) finden sich mehrere putative
Peptidoglykan-Bindungsproteine mit LPXTG-Motiv, von denen eines Homologie zu den
Internalinproteinen von L. monocytogenes aufweist. Aulerdem liegen mehrere Proteine, die
dhnlich zu Transposasen bzw. deren C- oder N-Terminus sind, in dieser Region. Auch
LMO00432 (Homolog zu ORF9B) liegt direkt benachbart zu den zwei schon bekannten
groflen Internalinen InlA und InlB von L. monocytogenes. Zudem finden sich in dieser Region
noch die moglichen Gene fiir einen Transkriptionsregulator aus der LysR-Familie und eine
Acetyltransferase. LMO01478 (Homolog zu ORFIC) schlieBlich wird flankiert von einer
putativen Oxidoreductase und einem mdglichen GTP-Bindungsprotein.

Daneben sieht man in Abb. 5.7 ein Open Reading Frame (Imol241), fiir das keine
Homologien zu L. ivanovii gefunden werden konnten. Dieses Gen liegt an vergleichbarer
Stelle zu ORF3 von L. ivanovii und wird in untenstehender Ubersicht (Abb. 5.9) auch bei L.
monocytogenes als ORF3 bezeichnet.
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Ahnliches wie bei L. monocytogenes (Abb. 5.7) lisst sich auch bei L. innocua (Tab. 5.5, Abb.
5.8) beobachten und einige ORFs der Tabelle sind nicht in der Abbildung zu sehen. Betrachtet
man die Lage der einzelnen L. innocua-ORFs, so findet man auch hier, dass die zu den Open
Reading Frames ORF3, ORF8, ORF9A, ORF9B und ORF9C homologen Sequenzen
LINO01486, LIN02291, LIN00212, LIN00452 und LINO0818 in diversen anderen Bereichen
im L. innocua CLIP11262-Genom lokalisiert sind.
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Abb. 5.8: Lage der zu den L. ivanovii-ORFs homologen Gene im L. innocua CLIP11262-Genom
In dieser Abbildung sind die in Tab. 5.5 gezeigten homologen Gene von L. innocua dargestellt.
Die Graphik ist mit Hilfe der L. innocua-Genomsequenz unter http://genolist.pasteur. fr/ListiList
erstellt worden. Pfeile stellen codierende Sequenzen dar. Die Zugangsnummern bzw. Namen der
einzelnen Gene sind bei den zugehdrigen Pfeilen angegeben.

LIN01486 (Homolog zu ORF3) liegt benachbart zu drei zur-Genen (zurR, zurM und zurA),
die am Transport von Metallen beteiligt sind. Zudem finden sich in diesem Bereich Proteine
mit Homologien zu einer Endonuclease IV und einer ATP-abhingigen RNA-Helicase.

Im Bereich um LIN02291 (Homolog zu ORFS) finden sich eine putative Oligoendopeptidase
und einer Reihe von Open Reading Frames unbekannter Funktion.

In unmittelbarer Nidhe von LIN00212 (Homolog zu ORF9A) ist wie bei L. monocytogenes
EGDe auch ein putatives Peptidoglykan-Bindungsprotein mit LPXTG-Motiv lokalisiert. Gene
fiir Transposasen sind aber nicht zu finden. LIN00452 (Homolog zu ORF9B) liegt benachbart
zu moglichen Genen fiir einen Transkriptionsregulator der LysR-Familie und eine
Acetyltransferase. LIN00818 (Homolog zu ORFIC) schlieBlich wird flankiert von einem Gen
unbekannter Funktion und einer putativen Oxidoreductase.

Daneben findet man bei L. innocua in Abb. 5.8 mehrere Open Reading Frames (lin1204,
1in1205, 1in1209, 1in1210, 1in1211 und 1in1212), fiir die keine Homologien zu L. ivanovii
detektiert wurden. lin1205 ist homolog zu Imo1241 (ORF3 von L. monocytogenes) und liegt
an vergleichbarer Stelle zu ORF3 von L. ivanovii. Deshalb wird 1in1205 in untenstehendem
Uberblick (Abb. 5.9) auch bei L. innocua als ORF3 bezeichnet.
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Betrachtet man den Aufbau dieses Genomabschnittes in L. monocytogenes EGDe (Abb. 5.9,
A), so kann man feststellen, dass die Gene in dhnlicher Anordnung wie in L. ivanovii (Abb.
5.9, C) vorliegen. In L. innocua CLIP11262 (Abb. 5.9, B) allerdings findet man trotz vieler
hoher Homologiewerte zu den ORFs von L. ivanovii eine abweichende Anordnung.
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Abb. 5.9: Homologe Gene bzw. ORFs in L. monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262
In dieser Abbildung sind die zu den neu identifizierten Open Reading Frames von L. ivanovii (C)
homologen Gene bzw. ORFs von L. monocytogenes (A) und L. innocua (B) dargestellt.
Voneinander abweichende ORFs sind in dunkellila bzw. hellgriin gezeigt (vgl. Text).
rph: Gen, das fiir eine Ribonuclease PH codiert
ysnA: ein zum ysnA aus B. subtilis dhnliches Gen
ysnB: ein zum B. subtilis ysnB homologes Gen
tRNA™"%: Gen fiir Arginin-tRNA
ydel: ein zum ydel aus B. subtilis dhnliches Gen
rnaH: Gen fiir die ATP-abhingige RNA-Helicase
norA: Antibiotikumresistenzgen
ORF3-11: Open Reading Frames 3-11
1204 (inl): ORF von L. innocua, besitzt Ahnlichkeit zu den groBen Internalinen mit LPXTG-Motiv
1209, 1210, 1211, 1212: Open Reading Frames von L. innocua, Funktion unbekannt
smcL: Gen fiir die Sphingomyelinase
i-inlF, i-inlE: Gene fur die kleinen Internaline F und E
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Beim Vergleich der in L. ivanovii identifizierten ORFs (Abb. 5.9, C) mit den homologen
Genen in L. monocytogenes EGDe (Abb. 5.9, A), ldsst sich ab ORF3 eine #hnliche
Anordnung der Gene feststellen. Sowohl in L. ivanovii als auch in L. monocytogenes findet
man die Gene ydel, rnaH und norA in entsprechender Groe und gleicher Orientierung. Auch
die Open Reading Frames ORFS, 6, 7, 8, 9 und 10 sind in beiden Listeria-Arten in gleicher
Anordnung vorhanden.

Man trifft jedoch auch auf einige Unterschiede (in Abb. 5.9 durch Pfeile in dunkellila
hervorgehoben, in Tab. 5.5 und Tab. 5.6 in Fettdruck dargestellt).

Links von ORF3 liegen bei L. ivanovii das smcL-Gen und die Gene fiir die kleinen Internaline
i-inlF und i-inlE. Diese Gene sind spezifisch fiir L. ivanovii und nicht bei L. monocytogenes
zu detektieren. Hier findet man hingegen die Gene rph, ysnA und ysnB sowie ein Gen fiir eine
Arginin-tRNA.

Auffillig ist ORF3, fiir das man sowohl auf Nukleinséure- als auch auf Aminosdureebene
keine signifikante Homologie zum ORF3 von L. ivanovii findet. ORF3 ist in L.
monocytogenes wesentlich groer (452 AS) als in L. ivanovii (171 AS). Dafiir besitzt L.
ivanovii einen groflen intergenischen Bereich (419 bp) zwischen ORF3 und ydel, der bei L.
monocytogenes nur 42 bp betrdgt. Genauere Sequenzanalysen in L. ivanovii haben gezeigt,
dass dieser grofe intergenische Bereich einige repeats und inverted repeats beinhaltet, jedoch
keine tRNA-Gene oder Homologien zu Phagenproteinen aufweist.

Ein weiterer deutlicher Unterschied ist im Bereich zwischen ORF9 und ORF10 zu finden. In
der Sequenz von L. monocytogenes liegt nur ein 38 bp groBer intergenischer Bereich vor,
wohingegen bei L. ivanovii eine Sequenz von ca. 2,7 kb identifiziert wurde. Diese enthilt drei
zusitzliche Open Reading Frames ORF9A, ORF9B und ORF9C. ORF9A und ORF9B sind
in entgegengesetzter Leserichtung zum vorausgehenden ORF9 angeordnet und nur durch 22
bp intergenische Sequenz voneinander getrennt. ORFIC, das kleinste der drei zusitzlichen
ORFs, ist aber in gleicher Richtung wie ORF9 orientiert.

Als letzte Abweichung zwischen L. monocytogenes und L. ivanovii fillt das Open Reading
Frame ORF11 auf. Wie oben schon erwéhnt, ist das zugehorige Protein in L. ivanovii
wesentlich kleiner (115 AS) als in L. monocytogenes (219 AS). Vergleicht man jedoch die
komplette ORF11-Nukleinsduresequenz von L. monocytogenes mit der von ORF11 und der
sich anschlieBenden Sequenz von L. ivanovii, so findet man iiber den gesamten Bereich des L.
monocytogenes-ORF11 hohe Homologie der beiden Sequenzen zueinander. Dies ldsst
eventuell auf eine Mutation und dadurch verursachten vorzeitigen Translationsstop in L.
ivanovii schlieflen.
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Priift man die Anordnung der zu den L. ivanovii-ORFs homologen Gene in L. innocua
CLIP11262, so sieht man hier wesentlich mehr Abweichungen als in L. monocytogenes
EGDe.

Links von ORF3 finden sich in L. innocua genauso wie bei L. monocytogenes die Gene rph,
ysnA und ysnB sowie ein Gen fiir eine Arginin-tRNA. Zusitzlich liegt ein weiteres Open
Reading Frame 1in1204 von 1237 AS GroBe, das weder in L. ivanovii noch in L.
monocytogenes existiert. Sequenzanalysen zeigen, dass dieses ORF Homologie zu den
Internalinproteinen mit LPXTG-Motiv aufweist.

Rechts von diesem zusidtzlichen ORF sind eine Reihe von Open Reading Frames zu finden,
die in gleicher GroBle und Orientierung wie bei L. ivanovii vorliegen. ORF3 besitzt in L.
innocua die gleiche Grofle wie in L. monocytogenes (452 AS) und unterscheidet sich so
ebenfalls von dem wesentlich kleineren ORF3 von L. ivanovii (171 AS).

Der die Gene ydel, ORF5 und ORF6 beinhaltende Abschnitt ist bei L. innocua, L.
monocytogenes und L. ivanovii identisch aufgebaut.

Downstream von ORF6 finden sich jedoch vier zusitzliche Open Reading Frames bei L.
innocua (1in1209, lin1210, lin1211 und lin1212), die weder bei L. monocytogenes noch bei L.
ivanovii zu sehen sind. Alle vier ORFs sind in gleicher Richtung wie ORF6 orientiert. Uber
ihre bisherige Funktion bzw. mdgliche Homologien zu bekannten Proteinen ist allerdings
noch nichts bekannt.

Der Bereich von ORF7 bis ORF11 ist in L. innocua éhnlich wie in L. monocytogenes
aufgebaut. Auch in L. innocua fehlen die drei zusdtzlichen Open Reading Frames ORF9A,
ORF9B und ORFIC von L. ivanovii. Ferner ist auch ORF8 nicht vorhanden und es findet
sich an dieser Stelle nur ein groBerer intergenischer Bereich von 454 bp. Dieser entspricht der
Distanz zwischen rnaH und ORF9 von L. monocytogenes (456 bp) und L. ivanovii (440 bp).
SchlieBlich ist ORF11 zu erwihnen, das in L. innocua die gleiche Grofle wie in L.
monocytogenes besitzt (219 AS). Somit unterscheidet es sich ebenfalls von dem kleineren
ORF11 von L. ivanovii (115 AS).

In nachfolgender Tabelle (Tab. 5.6) sind die in Abb. 5.9 gezeigten Gene und Open Reading
Frames von L. ivanovii, L. monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262 nochmals
zusammengefasst.
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Gen/ORF L. ivanovii | L. monocytogenes | L.innocua |Funktion bzw. Homologie
ATCC19119 EGDe CLIP11262

rph ? + + ghnlich zu Ribonuclease PH

ysnA ? + + dhnlich zu YsnA von B. subtilis

ysnB ? + + ghnlich zu YsnB von B. subtilis

tRNA™® ? + + Transfer-RNA (Arginin)

smcL + - - Sphingomyelinase

i-inlF + - - kleines Internalin

i-inlE + - - kleines Internalin

1204(inl) - - + dhnlich zu groflen Internalinen mit LPXTG-
Motiv

ORF3 + + + unbekannt

ydel + + + ghnlich zu Ydel von B. subtilis

ORF5 + + + unbekannt

ORF6 + + + schwache Ahnlichkeit zu Phosphoglycerat-
mutase el

1209 - - + unbekannt

1210 - - + unbekannt

1211 - - + unbekannt

1212 - - + unbekannt

ORF7 + + + unbekannt

rnaH + + + dhnlich zu ATP-abhédngiger RNA-Helicase
(DEAD-Motiv)

ORF8 + + - unbekannt

ORF9 + + + schwache Ahnlichkeit zur 8-Oxo-dGTPase
(mutT)

ORF9A + - - dhnlich zu Glucose-Aufnahmeprotein

ORF9B + - - dhnlich zu Oxidoreductase

ORF9C + - - dhnlich zu Transkriptionsregulator (MerR-
Familie)

ORF10 + + + unbekannt

norA + + + dhnlich zu Antibiotikum-Resistenzprotein

ORF11 + + + dhnlich zu Regulator aus der Fnr-CRP-
Familie (incl. PrfA)

Tab. 5.6: Uberblick iiber das Vorkommen der rechts von smcL liegenden Gene bzw. ORFs in L. ivanovii,

L. monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262
+ Gen bzw. ORF ist vorhanden; - Gen bzw. ORF ist nicht nachweisbar
? Vorkommen in L. ivanovii noch unklar (vgl. Kap. 5.2)
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5.1.5 Bestimmung des rechten Endes der Deletion

Betrachtet man den analysierten Deletionsbereich upstream von smcL, so sind neben den
schon bekannten Genen fiir die Sphingomyelinase (smcL) und die zwei kleinen Internaline (i-
inlF und i-inlE) die Gene ydel und rnaH sowie eine Reihe von ORFs in L. ivanovii GD-3
deletiert.

Sequenzanalysen zeigen, dass sich der Deletionsbruchpunkt nicht in einem intergenischen
Bereich befindet, sondern in einer codierenden Region liegt. Das rechte Deletionsende liegt

im norA-Gen, wobei die letzten 18 Aminosduren des zugehdrigen Proteins deletiert sind
(Abb. 5.10).
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Abb. 5.10: Ubersicht iiber den rechts von smcL deletierten Bereich in L. ivanovii GD-3
Rechts des smcL-Gens sind neben den beiden kleinen Internalinen i-inlF und i-inlE eine
grofle Zahl an ORF's sowie die Gene ydel und rnaH deletiert. Der Deletionsbruchpunkt
befindet sich im codierenden Bereich des nor4-Gens. Die letzten 18 Aminosduren von
NorA sind deletiert, das restliche Gen findet sich in der Mutante GD-3 wieder.
smcL: Gen fiir die Sphingomyelinase
i-inlF, i-inlE: Gene fur die kleinen Internaline F und E
ydel: ein zum ydel-Gen aus B. subtilis dhnliches Gen
rnaH: Gen fiir die ATP-abhingige RNA-Helicase
norA: Antibiotikumresistenzgen
ORF3-11: Open Reading Frames 3-11, Funktion unbekannt

Durch detaillierte Analysen des Bereichs um den Deletionsbruchpunkt konnte ein AT-reiches,
nicht ganz perfektes Palindrom mit zentralem "CTA" identifiziert werden, das sich auch am
linken Ende der Deletion findet (Kap. 5.2.4).

Deletionsbruchpunkt

norA 5° TTTTTTlTCTAGATAAAAA 3

Ob es sich hierbei um eine mogliche Zielsequenz fiir Rekombinasen handelt, ist jedoch noch
ungeklart.
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5.2 Eigenschaften des deletierten Bereichs downstream (links)
von smcL

In diesem Abschnitt sollen die wichtigsten Merkmale des links von smcL liegenden,
deletierten Bereichs dargestellt werden. Diese Untersuchungen wurden vom spanischen
Kooperationspartner, der Arbeitsgruppe von J.-A. Vazquez-Boland, v.a. von G. Dominguez-
Bernal (60) durchgefiihrt und durch eigene Resultate erginzt (Kap. 5.2.3).

5.2.1 Charakterisierung des links von smcL liegenden Bereichs
(tibernommen von G. Dominguez-Bernal [60])

Die Suche nach dem linken Deletionsende wurde von G. Dominguez-Bernal mittels inverser
PCR durchgefiihrt und lieferte folgendes Ergebnis (Abb. 5.11).
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Abb. 5.11: Uberblick iiber den links von smcL sequenzierten Bereich von L. ivanovii ATCC19119
(modifiziert nach G. Dominguez-Bernal [60])
In obenstehender Abbildung sind die neu identifizierten Internalingene von L. ivanovii
dargestellt. Neben den bereits bekannten Genen smcL, i-inlF, i-inlE und ORF3 sind 8 neue
Internaline sowie das Gen ysnB und ein tRNA-Gen in Form von Pfeilen gezeigt. PrfA-Boxen
sind als kleine Késtchen vor den zugehorigen Internalingenen gezeigt. Schwarze Farbe
kennzeichnet eine perfekt mit der Konsensussequenz iibereinstimmende PrfA-Box. Dunkelgrau
weist auf 1, hellgrau auf 2 mismatches hin. Weile Késtchen symbolisieren PrfA-Boxen mit 3
Abweichungen von der Konsensussequenz.
i-inlB2, B: Gene fiir die groflen Internaline B2 und B
i-inlL-E: Gene fiir die kleinen Internaline B2, L, K, J, I, H, G, Fund E
ysnB: ein zum B. subtilis-Gen ysnB homologes Gen tRNA™%: Gen fiir Arginin-tRNA
smcL: Gen fir die Sphingomyelinase ORF3: Open Reading Frame 3

Betrachtet man den Bereich downstream von smcL (Abb. 5.11), so findet man keine Open
Reading Frames unbekannter Funktion wie upstream von smcL, sondern eine Reihe von
kleinen und grof3en Internalinen. Neben den beiden schon bekannten Genen fiir die kleinen
Internaline i-in/F und i-in/E konnten in dieser Region sechs neue kleine Internaline (i-in/L, K,
J, I, H und G) und die ersten beiden groBen Internaline (i-in/B2 und i-in/B) in L. ivanovii
identifiziert werden. Alle Internalingene einschlieBlich des rechts von i-in/E liegenden ORF3
werden in der gleichen Richtung transkribiert. Nur smcL liegt in entgegengesetzter
Orientierung vor und wird zudem auf beiden Seiten von einer je 14 bp langen Sequenz
flankiert, die einen perfekten inverted repeat darstellen.

Im von G. Dominguez-Bernal analysierten Genomabschnitt befinden sich ferner mehrere
mogliche Terminatoren an den 3’-Enden der Gene i-inlK, i-inlB, smcL/i-inlG, i-inlE und
ORF3.
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Links der zahlreichen Internaline liegt ein Arginin-tRNA-Gen, an das sich ein zum B. subtilis-
Gen ysnB homologes Gen mit unbekannter Funktion anschliet. Diese beiden Gene sind auch
in L. monocytogenes EGDe (Abb. 5.9, A) und L. innocua CLIP11262 (Abb. 5.9, B) zu finden,
sodass die fiir L. ivanovii spezifische Region mit den Genen fiir die zwei groflen Internaline i-
inlB und i-inlB2, den 8 kleinen Internalinen i-inilL, K, J, I, H, G, F und E und dem
Sphingomyelinase-Gen smcL auf beiden Seiten von Genen bzw. ORFs begrenzt wird, die
auch in anderen Listeria-Arten (L. monocytogenes und L. innocua) vorhanden sind.

5.2.2 Eigenschaften der neu identifizierten Internaline von L. ivanovii
(tibernommen von G. Dominguez-Bernal [60])

Die Familie der Internaline ldsst sich in zwei Gruppen einteilen, die kleinen, sekretierten
Internaline und die groBen, oberflichenassoziierten Internaline.

Der Prototyp der kleinen, sekretierten Internaline ist Internalin C (InlC) von L.
monocytogenes. G. Dominguez-Bernal konnte in seiner Arbeit neben den bereits bekannten
Internalinen i-InlF und i-InlE sechs neue kleine Internaline (i-InlL, K, J, I, H, G) in L. ivanovii
identifizieren (Abb. 5.12).
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Abb. 5.12: Aufbau der kleinen, sekretierten Internaline von L. ivanovii
(modifiziert nach G. Dominguez-Bernal, [60])
Die Internalinproteine sind als Balken dargestellt, ihre GroB3e (AS) ist unterhalb als Zahl angegeben.
Das Signalpeptid (SP) ist als rotes Késtchen am N-Terminus zu finden.
Blau schraffierte Késtchen stellen Leucin-reiche repeats (LRR1-5) dar, dazwischen liegende weille
Kaéstchen sollen fehlende LRRs symbolisieren und wurden eingefiigt, um das Alignment zu

optimieren.

i-InlG wurde in zwei Bereiche (i-InlGl und i-InlG2) unterteilt, die moglicherweise durch
Tandemfusion zu dem in L. ivanovii vorliegenden i-InlG fiithrten.
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Im Allgemeinen besitzen die kleinen Internaline (S-Inls) am N-Terminus ein Signalpeptid und
eine Region aus Leucin-reichen Repeats (LLRs), die von zwei hoch konservierten Bereichen
flankiert wird.

In der Anzahl der Leucin-reichen Repeats finden sich jedoch Unterschiede. So besitzen i-InlE
und i-Inll nur zwei LRRs, i-InlL und i-InlH drei, i-InlK, i-InlF und i-InlJ fiinf und i-InlG
schlieBlich sogar zehn LRRs.

Zudem zeigt i-InlG einen von den restlichen kleinen Internalinen abweichenden Aufbau. Es
besitzt als einziges kleines Internalin zehn Leucin-reiche Repeats, die in zwei voneinander
getrennt liegenden Bereichen mit jeweils flinf Repeats liegen. AuBBerdem ist i-InlG ungeféhr
doppelt so groB3 (66 kDa) wie die iibrigen kleinen Internaline (25 — 32 kDa), was auf eine
mdgliche Tandemfusion von zwei einzelnen kleinen Internalinen hindeutet.

Ein Alignment der Aminosduresequenzen der kleinen Internaline zeigt, dass alle hoch
homolog zueinander sind (43 - 70 % Identitét), wobei i-InlE und i-Inll (70,4 % Identitdt), i-
InIL und i-InlH (56,0 % Identitét), sowie i-InlK, i-InlF und i-InlJ (44,3 — 56,3 % Identitét) die
hochsten Homologien zueinander aufweisen. i-InlG weist interessanterweise die grofite
Homologie zu den beiden an anderer Stelle im Genom liegenden Internalinen i-InlC und i-
inlD auf. Die linke Hélfte von i-InlG (i-InlG1) ist hoch homolog (63,1 % Identitit) zu i-InlC,
die rechte Hélfte (i-InlG2) homolog (59,0 % Identitdt) zu i-InlD.

Aus der zweiten Gruppe, den grof3en, oberflichenassoziierten Internalinen, konnten bisher nur
bei L. monocytogenes (z.B. InlA, InlB) Gene bzw. Proteine identifiziert werden. Nun wurden
vom spanischen Kooperationspartner die ersten beiden grof3en Internaline i-InlB und i-InlB2
in L. ivanovii charakterisiert, die dhnlich zum Internalin InlB von L. monocytogenes sind
(Abb. 5.13).
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Abb. 5.13: Aufbau der grofien Internaline von L. ivanovii und Internalin B von L. monocytogenes
(modifiziert nach G. Dominguez-Bernal, [60])
Die Internalinproteine sind als Balken dargestellt, ihre Groe (AS) ist unterhalb als Zahl angegeben.
Das Signalpeptid (SP) ist als rotes Kédstchen am N-Terminus zu finden.
Blau schraffierte Késtchen stellen die Leucin-reichen repeats (LRR1-18) der Repeat-Region A dar,
dazwischen liegende weile Késtchen sollen fehlende LRRs symbolisieren und wurden eingefiigt,
um das Alignment zu optimieren. In orange ist eine Interrepeat-Region gekennzeichnet, an die sich
C-terminal eine weitere Repeat-Region B aus mehreren Repeats (R1-4, griin schraffiert) anschlieft.
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Die groen, oberfldchenassoziierten Internaline sind gekennzeichnet durch ein Signalpeptid
am N-Terminus und zwei Repeat-Regionen A und B, die durch eine hoch konservierte
Interrepeat-Region voneinander getrennt sind. Am C-Terminus schlieBlich findet sich ein
Zellwandanker, der wie bei allen groB3en Internalinen auBler InlB von L. monocytogenes iiber
ein LPXTG-Motiv kovalent mit dem bakteriellen Peptidoglykan verkniipft sein kann oder wie
bei InlB von L. monocytogenes iiber einen Zelloberflichenanker (Cell surface anchor, Csa)
mit Teichon- oder Lipoteichonsduren der bakteriellen Zellwand verbunden sein kann (17,
127).

Beide in L. ivanovii identifizierten groflen Internaline i-InlB und i-InlB2 besitzen einen
Zelloberflichenanker (Csa) wie InlB von L. monocytogenes, unterscheiden sich aber in der
Anzahl der Repeats in Repeat-Region A und B. In Repeat-Region A findet man im Gegensatz
zu InlB von L. monocytogenes (7 LRRs) bei i-InlB 13 und bei i-InlB2 sogar 18 Leucin-reiche
Repeats (LRRs). Die Repeat-Region B ist bei i-InlB aus vier (R1-4), bei i-InIB2 aus zwei
Repeats (R1 und 2) aufgebaut, die sich jeweils in zwei "Module" unterteilen lassen. Bei InlB
hingegen besteht die Repeat-Region B nur aus einem Repeat (R4), an das sich links ein
"Modul", d.h. die "Hélfte" eines weiteren Repeats anschlief3t.

Priift man die Sequenzen vor den Translationsstarts der einzelnen Gene, so wurden fiir alle
Internaline bis auf das groB3e Internalin i-in/B PrfA-Boxen gefunden (Tab. 5.7).

Jedoch findet man nur fiir das schon bekannte kleine Internalin i-in/E eine perfekt mit der
Konsensussequenz iibereinstimmende PrfA-Box. Bei allen anderen Internalingenen weicht die
PrfA-Box vom Konsensus ab. Fiir i-in/l findet man ein mismatch, fir i-inlB2, L, J, H und F
zwei und fiir i-in/K und G sogar drei abweichende Basen. Auch die beiden an anderer Stelle
im L. ivanovii-Genom liegenden Gene fiir die kleinen Internaline i-in/C und i-inlD besitzen
PrfA-Boxen mit je zwei Abweichungen von der Konsensussequenz.

Gen PrfA-Box (mismatches) -10-Box
i-inlB2 | TTAACt TT TGTTAt (2) TAGAAT
i-inlL TTAACt TT TGTTAt (2) TAAAAT
i-inlK aTAACt TT TGTTAt (3) TAAAAT
i-inlB - -

i-inlJ TTAACt TT TGTTAt (2) TACAAT
i-inll TTAACA TT TGTTAt (1) TAAAAT
i-inlH |TTAACt TT TGTTAt (2) TAAAAT
i-inlG TTAACt TT TGTTgt (3) TAAAAT
i-inlF TTAACt TT TGTTAt (2) TAGAAT
i-inlE TTAACA TT TGTTAA (0) TATGAT
i-inlC TTAACt TT TGTTAt (2) TAACAT
i-inlD TTAACt TT TGTTAt (2) TATTAT

Tab. 5.7: PrfA-Boxen der kleinen und groflen Internaline von L. ivanovii
Abweichungen von der Konsensussequenz der PrfA-Box sind mit kleinen
Buchstaben in Fettdruck dargestellt. In Klammern ist die Zahl der Abweichungen
(mismatches) angegeben.
Der Vollstindigkeit halber sind auch die beiden an anderer Stelle im L. ivanovii-
Genom liegenden Gene fiir die kleinen Internaline i-in/C und i-inlD bzw. deren
PrfA-Boxen aufgefiihrt.
Bis auf i-in/B besitzen alle Internaline von L. ivanovii eine PrfA-Box.
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5.2.3 Untersuchung des ""zusammengesetzten' kleinen Internalins i-InlG

Betrachtet man die kleinen Internaline von L. ivanovii (Kap. 5.2.2, Abb. 5.12), so sind alle bis
auf Ausnahme von i-InlG durch dhnliche Grofe und Aufbau gekennzeichnet. Internalin G
aber unterscheidet sich deutlich, da es zum einen fast doppelt so grofl wie die anderen kleinen
Internaline ist und aullerdem eine zweite Region mit Leucin-reichen Repeats (LRRs)
aufweist, was auf einen zusammengesetzten Aufbau aus zwei einzelnen kleinen Internalinen
(i-InlG1 und i-InlG2) hindeutet. Deshalb sollte dieses Internalin in dieser Arbeit in drei
weiteren L. ivanovii-Stimmen untersucht werden, um Aufschliisse dariiber zu erhalten, ob in
diesen Stimmen auch ein "Fusionsprodukt" aus zwei kleinen Internalinen vorliegt oder
vielleicht noch eines oder beide der einzelnen kleinen Internaline zu finden sind.

Zur Untersuchung wurden die Stdmme L. ivanovii P-24, L. ivanovii P-55 und L. ivanovii
subsp. londoniensis herangezogen. Bei L. ivanovii P-24 handelt es sich um ein klinisches
Isolat aus Neuseeland. L. ivanovii P-55 ist ein klinisches Isolat aus Spanien und stammt aus
der Stammsammlung des Veterindrmedizinischen Instituts der Universitdt Madrid. Sowohl L.
ivanovii P-24 als auch P-55 besitzen einen Phédnotyp wie der in dieser Arbeit eingesetzte
Typstammstamm L. ivanovii ATCC19119 und zdhlen zur Subspezies ivanovii.

L. ivanovii subsp. londoniensis schlielich ist ein Isolat aus der anderen Unterart von L.
ivanovii und unterscheidet sich durch biochemische Eigenschaften von L. ivanovii subsp.
ivanovii (14).

Zur Uberpriifung, ob i-inlG in den zu untersuchenden L. ivanovii-Stimmen vorhanden ist,
wurden in dieser Arbeit mehrere PCRs mit verschiedenen Primerkombinationen durchgefiihrt.
Zum einen wurden intragenische Oligonukleotide ausgewihlt, um zu kontrollieren, ob i-in/G
tiberhaupt nachweisbar ist, zum anderen wurden Primer aus den benachbarten Genen i-in/H
und smcL bzw. den i-inlG flankierenden intergenischen Sequenzen verwendet, um die Lage
von i-inlG zu iiberpriifen (Abb. 5.14).

0,5 kb
i-inlH i-inlG smclL
i-inlG1 Fusionspunkt  i-inlG2
—> ——> — —> “«— -« -«
PIX iinlH/G-3 P9 G-1 PI5  G-2 iinlG/smcL-2 Eco-SM1

iinIH/G-1

Abb. 5.14: Lage der fiir die i-inlG-PCRs in L. ivanovii verwendeten Oligonukleotide
Die Gene fiir Internalin G (i-inlG) und die beiden benachbarten Gene i-inl/H und smcL
sind in Form von grofen Pfeilen dargestellt. In i-inl/G ist zudem der Fusionspunkt der
beiden einzelnen Internaline i-in/G1 und i-in/G2 markiert.
Die fiir die PCRs eingesetzten Oligonukleotide sind unterhalb in Form von kleinen
Pfeilen angegeben. Die Ergebnisse der PCRs sind in Tab. 5.8 zusammengefasst.
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Bei den intragenischen PCRs konnte in allen L. ivanovii-Stimmen i-in/G nachgewiesen
werden. Allerdings erhielt man nur mit einer der zwei verwendeten Primerkombinationen bei
L. ivanovii subsp. londoniensis ein positives Ergebnis (Abb. 5.15, Tab. 5.8).

WT P-24 P-55 lond.
M 1 2 3 4 5 6 7 8

"
& ot
D

e

Abb. 5.15: i-inlG-PCR mit intragenischen Oligonukleotiden
WT: L. ivanovii ATCC19119: lond.: L. ivanovii subsp. londoniensis
P-24: L. ivanovii P-24; P-55: L. ivanovii P-55
M: Marker (Gibco BRL)
Spur 1, 3, 5, 7: Primerkombination PI-9 x PI-5 (570 bp)
Spur 2, 4, 6, 8: Primerkombination G-1 x G-2 (586 bp)

Um die Lage von i-inlG zu untersuchen, wurden Oligonukleotide aus den benachbarten
Genen i-inlH und smcL, sowie aus den an i-in/G angrenzenden intergenischen Bereichen
verwendet.

Mit Primerkombinationen aus den benachbarten Genen konnte bei L. ivanovii P-24 und P-55
die intergenische Region i-in/H/G abgedeckt werden (Abb. 5.16, Spur 3 und 5). Bei L.
ivanovii subsp. londoniensis erhdlt man jedoch kein PCR-Produkt.

Der Bereich i-inlG/smcL konnte bei den zu untersuchenden L. ivanovii-Stammen nicht
eindeutig nachgewiesen werden, da man selbst beim Typstamm L. ivanovii ATCC19119 mit
der gewéhlten Primerkombination nur ein sehr schwaches PCR-Produkt erhielt. Daneben war
noch eine starke zweite Bande kleinerer Grof3e (ca. 1,4 kb) auf dem Agarosegel (Abb. 5.16,
Spur 2) sichtbar, die auch bei den anderen drei untersuchten Stimmen wiederzufinden ist
(Abb. 5.16, Spur 4, 6, 8).

WT P-24 P-55 lond.
M 12 3 4 5 6 7 8

Abb. 5.16: i-inlG-PCR mit intergenischen Oligonukleotiden
WT: L. ivanovii ATCC19119; lond.: L. ivanovii subsp. londoniensis
P-24: L. ivanovii P-24; P-55: L. ivanovii P-55
M: Marker (Gibco BRL)
Spur 1, 3, 5, 7: Primerkombination PI-X x PI-5 (~ 2,3 kb)
Spur 2, 4, 6, 8: Primerkombination PI-9 x Eco-SM1 (~ 2,5 kb)



5 Ergebnisse 93

Da der Nachweis der rechts von i-in/G liegenden intergenischen Region (i-in/G/smcL) nicht
eindeutig war, wurden neue Primerkombinationen aus den intergenischen Bereichen
ausgewdhlt. Mit diesen konnte das gesamte i-inlG-Gen mit seinen angrenzenden
intergenischen Bereichen bei L. ivanovii P-24 und P-55 nachgewiesen werden (Abb. 5.17).
Bei L. ivanovii subsp. londoniensis wiederum war kein PCR-Produkt detektierbar.

WT P-24 P-55  lond.
5 6 7 8

|
1

Abb. 5.17: i-inlG-PCR mit intergenischen Oligonukleotiden
WT: L. ivanovii ATCC19119; lond.: L. ivanovii subsp. londoniensis
P-24: L. ivanovii P-24; P-55: L. ivanovii P-55
M: Marker (Gibco BRL)
Spur 1, 3, 5, 7: Primerkombination iinlH/G-3 x iinlG/smcL-2 (~ 2,5 kb)
Spur 2, 4, 6, 8: Primerkombination iinlH/G-1 x iinlG/smcL-2 (~ 2,4 kb)

Somit erhielt man in dieser Arbeit folgendes Ergebnis fiir i-in/G. Bei L. ivanovii P-24 und P-
55 herrscht ein dhnliches Bild wie beim Typstammstamm L. ivanovii ATCC19119 (Tab. 5.8).
Sowohl i-inlG als auch die angrenzenden Bereiche sind bei diesen beiden Stammen durch
PCR nachweisbar. L. ivanovii subsp. londoniensis hingegen weicht deutlich ab. Bei dieser L.
ivanovii-Unterart kann i-inlG nur mit dem Primerpaar G-1 und G-2 detektiert werden. Bei
allen anderen intra- und intergenischen Oligonukleotiden erhélt man kein PCR-Produkt.

Primerkombination L.iv. ATCC19119 | L. iv. P-24 | L. iv. P-55 | L. iv. subsp. lond.
PI-9 x PI-5 + + + -
G-1xG-2 + + + +
PI-X x PI-5 + + + -
PI-9 x Eco-SM1 + ) ) -
iinlH/G-3 x iinlG/smcL-2 + ) ) -
iinlH/G-1 x iinlG/smcL-2 + + + -

Tab. 5.8: Fiir die i-inlG-PCRs in L. ivanovii verwendete Primerkombinationen
+ PCR-Produkt vorhanden; - kein PCR-Produkt nachweisbar
(+) nur schwaches PCR-Produkt bzw. unspezifische Banden detektierbar
Eine Ubersicht iiber die Lage der Oligonukleotide ist in Abb. 5.14 zu finden.

Da bei L. ivanovii subsp. londoniensis offensichtlich Abweichungen im Bereich des i-inlG-
Gens vorliegen, sollte die Region um den Fusionspunkt von i-in/G1 und i-in/G2 bei allen
untersuchten L. ivanovii-Stdimmen sequenziert werden, um Aussagen iiber eine mogliche
Abweichung von der L. ivanovii ATCC19119-Sequenz und damit verdnderte i-InlG-Struktur
machen zu kénnen.

Fir die Sequenzierungsreaktionen wurden die positiven PCRs mit den intragenischen
Primerkombinationen PI-9 x PI-5 und G-1 x G-2 verwendet (Abb. 5.15). Nach Sequenzierung
wurden die erhaltenen Sequenzen mit den Computerprogrammen Sequencher und GCG
ausgewertet (Abb. 5.18, Abb. 5.19).
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Dargestellt sind die Aminosdureabfolgen der in Abb. 5.18 gezeigten Sequenzen.
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Ein Alignment der Nukleinsduresequenzen (Abb. 5.18) zeigt, dass der sequenzierte i-inlG-
Bereich von L. ivanovii P-24 und P-55 identisch ist mit der entsprechenden Sequenz von L.
ivanovii ATCC19119 (schwarz unterlegte Bereiche in Abb. 5.18). Betrachtet man i-in/G von
L. ivanovii subsp. londoniensis, so findet man auch hier iiber den Grofiteil der Sequenz
Ubereinstimmung mit L. ivanovii ATCC19119. Allerdings weichen einige Nukleotide ab (in
Abb. 5.18 in heller Farbe markiert) und es existieren zwei Bereiche, in denen jeweils neun
Nukleotide deletiert sind.

Da es bei Abweichung der Nukleinsduresequenz zu einer verdnderten Aminosdureabfolge und
dadurch eventuell zu einem vorzeitigen Translationsstop kommen kann, wurde zusétzlich von
den erhaltenen Nukleinséuresequenzen die Aminosdureabfolge bestimmt und ein Alignment
mit diesen durchgefiihrt.

Wie zu erwarten ist auch die Aminosdureabfolge von L. ivanovii P-24 und P-55 identisch mit
der von L. ivanovii ATCC19119 (schwarz unterlegte Bereiche in Abb. 5.19). Bei L. ivanovii
subsp. londoniensis kommt es aufgrund der unterschiedlichen Nukleotide zu einigen
Abweichungen in der Aminosdureabfolge. Zudem sind in zwei Bereichen jeweils drei
Aminosduren deletiert. Es kommt aber nicht zu einem Frameshift oder vorzeitigen
Translationsstop, so dass man davon ausgehen kann, dass i-InlG in allen untersuchten L.
ivanovii-Stdimmen identisch bzw. dhnlich wie im Typstamm L. ivanovii ATCC19119
aufgebaut ist und somit auch aus zwei fusionierten einzelnen kleinen Internalinen besteht.

5.2.4 Bestimmung des linken Endes der Deletion
(ibernommen von G. Dominguez-Bernal [60])

Nach Analyse des downstream von smcL deletierten Bereichs in der Mutante GD-3 hat sich
herausgestellt, dass neben den Genen fiir die beiden bekannten kleinen Internaline i-in/F und
i-inlE noch drei weitere Internalingene, i-inll, i-inlH und i-in/G, deletiert sind (Abb. 5.20).

1 kb
smelL i-infF i-inle ORF3

i-inll i-inlH  i-inlG

deletierter Bereich

i-inlB2 i-inlL i-inlK

Abb. 5.20: Ubersicht iiber den links von smcL deletierten Bereich in L. ivanovii GD-3
Links des smcL-Gens befinden sich die Gene der kleinen Internaline i-inll, i-inlH und i-inlG in der
deletierten Region. Der Deletionsbruchpunkt liegt im intergenischen Bereich zwischen i-inlJ und i-in/l.
ysnB: ein zum B. subtilis-Gen ysnB homologes Gen
tRNA™%: Gen fiir Arginin-tRNA
i-inlB2, B: Gene fiir die groflen Internaline B2 und B
i-inlL-E: Gene fiir die kleinen Internaline B2, L, K, J, I, H, G, Fund E
smcL: Gen fiir die Sphingomyelinase
ORF3: Open Reading Frame 3, Funktion unbekannt
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Der Deletionsbruchpunkt befindet sich nicht wie am rechten Ende in einer codierenden
Region, sondern im intergenischen Bereich zwischen den Genen fiir die kleinen Internaline i-
inlJ und i-inll, 142 bp nach dem Stopcodon von i-inlJ und 160 bp vor dem Translationsstart
von i-inll. Wie auch am rechten Ende der Deletion im norA-Gen (Kap. 5.1.5) findet man in
der Sequenz um den Deletionsbruchpunkt ein AT-reiches, nicht ganz perfektes Palindrom mit
zentralem "CTA".

Deletionsbruchpunkt

iinld/i-inlH ~ 5° TTTTTTTiACTATTAAAAAAA 3

Betrachtet man nun den gesamten deletierten Bereich der L. ivanovii Mutante GD-3 (Abb.
5.21), so handelt es sich um eine grofe Region von ca. 17,5 kb. Diese kann in zwei deutlich
unterschiedliche Abschnitte unterteilt werden.

Der erste Bereich umfasst ca. 10 kb links von ydel und ist spezifisch fiir L. ivanovii. Fiir alle
in diesem Bereich liegenden Gene bzw. Open Reading Frames konnten keine Homologe in
anderen Listeria-Arten gefunden werden. Dieser Abschnitt beinhaltet neben ORF3 fiinf Gene
fir die kleinen Internaline i-inll, i-inlH, i-inlG, i-inlFF und i-inlE, die alle die gleiche
Orientierung besitzen. Zusétzlich findet man in dieser Region das Gen smcL, das fiir die L.
ivanovii-spezifische Sphingomyelinase codiert und in entgegengesetzter Richtung zu den
Internalingenen vorliegt. Fiir die drei bekannten Gene smcL, i-inlF und i-in/E konnte zudem
schon gezeigt werden, dass sie mdgliche Virulenzfaktoren darstellen, da ein Fehlen dieser
Gene zu volliger Avirulenz im Mausmodell fiihrte (69, 95).

Der zweite Abschnitt beinhaltet die restlichen 7,5 kb der Deletion und besteht aus
verschiedenen Genen bzw. Open Reading Frames unbekannter Funktion, zu denen sowohl in
L. monocytogenes EGDe als auch in L. innocua CLIP11262 Orthologe gefunden wurden
(Kap. 5.1.4), die in dhnlicher (L. monocytogenes) bzw. leicht veridnderter Anordnung (L.
innocua) wie in L. ivanovii vorliegen.

So erhidlt man eine Deletion mit "zusammengesetzter" Struktur, die allerdings iiber den
gesamten Bereich einen dhnlichen GC-Gehalt aufweist. Der linke Bereich von i-inll bis ORF3
besitzt einen GC-Gehalt von ca. 33,6 %, der rechte Abschnitt von ca. 35,0 %.

i-inll i-inlH  i-inlG

deletierter Bereich

i-iniB2 i-iniL i-inlK

Abb. 5.21: Uberblick iiber den gesamten deletierten Bereich in der L. ivanovii Mutante GD-3
Die in der Mutante GD-3 deletierte Region umfasst 17,5 kb und kann in zwei unterschiedliche
Bereiche unterteilt werden. Im Abschnitt links von ORF3 sind fiinf fir L. ivanovii spezifische
Internalingene und das Gen smcL deletiert, im rechten Bereich zahlreiche ORFs, die auch in L.
monocytogenes und L. innocua zu finden sind.
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5.3 Listeria ivanovii Pathogenititsinsel 2 (LIPI-2)

(iibernommen von G. Dominguez-Bernal [60])

In Virulenzessays konnte G. Dominguez-Bernal zeigen, dass der oben beschriebene deletierte
Bereich einen Einfluss auf die Virulenz und Pathogenitit von L. ivanovii hat.

Untersuchungen der LDsg bei intravends infizierten BALB/c-Miusen ergaben, dass die LDsy
der L. ivanovii Mutante GD-3 eine Zehnerpotenz héher liegt (5,37 x 107) als beim Wildtyp
(7,4 x 10%). Auch in der Leber der infizierten Mause nahm die Zahl der Bakterien bei der
Mutante GD-3 schneller ab als beim Wildtyp.

Ebenfalls konnte in einem natiirlichen Wirt von L. ivanovii (Schaf) gezeigt werden, dass die
Deletion mit einem Verlust der Pathogenitét assoziiert ist. Bei einer Infektionsdosis von 3,5 x
10" Bakterien waren nach 48 Stunden alle drei der mit dem Wildtyp infizierten Ldmmer tot.
Bei Infektion mit der Mutante GD-3 iiberlebten zwei von drei infizierten Limmern.
AuBerdem konnten bei einer niedrigeren Infektionsdosis (1,5 x 10'"), bei der alle infizierten
Tiere liberlebten, nur in mit L. ivanovii Wildtyp infizierten Ldmmern Bakterien in der Leber
nachgewiesen werden.

Wie oben schon erwédhnt (Kap. 5.2.4), kann die analysierte Deletion in zwei deutlich
unterschiedliche Bereiche unterteilt werden. Der rechte Abschnitt besteht aus Genen, die in L.
monocytogenes und auch in der apathogenen Art L. innocua vorhanden sind und Homologien
zu Stoffwechselgenen aufweisen. Im Gegensatz dazu finden sich die Gene des linken
Bereichs nur in L. ivanovii wieder. Neben dem Gen fiir die Sphingomyelinase smcL beinhaltet
diese Region eine Reihe von Internalingenen, deren Proteine mit der Virulenz assoziiert sind.
Allerdings befindet sich das linke Deletionsende zwischen zwei Internalingenen und nicht am
Ende einer fiir L. ivanovii spezifischen Region, wie man es fiir ein bewegliches, Virulenz-
assoziiertes Element erwartet hétte.

Abweichend von der Deletion der Mutante GD-3 existiert in L. ivanovii also eine spezifische
Region, die nur in L. ivanovii und nicht in anderen Listeria-Arten zu finden ist. Da diese
einige Merkmale einer Pathogenitétsinsel aufweist, wurde sie Listeria ivanovii
Pathogenitétsinsel 2 — kurz LIPI-2 — genannt (Abb. 5.22).
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L. ivanovii LIPI-2
1kb

41% G+C 32,28% G+C
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Abb. 5.22: Listeria ivanovii Pathogenititsinsel 2 (LIPI-2)
(modifiziert nach G. Dominguez-Bernal [60])
Uberblick iiber die gesamte analysierte Region in L. ivanovii. LIPI-2 besitzt eine GréBe von ca. 22 kb
und enthilt zehn Internalingene (blaue Pfeile), das Gen fiir die Sphingomyelinase smcL (roter Pfeil)
sowie ein Open Reading Frame ORF3 unbekannter Funktion (lila Pfeil). Flankiert wird LIPI-2 von
den Genen ysnB, ydel und einem Gen fiir eine Arginin-tRNA (schwarze Pfeile).
Der GC-Gehalt der einzelnen Abschnitte ist in entsprechender Farbe oberhalb der Pfeile angegeben.

ydel

L. T ORF5
ORF6
ORF7
0 -

-.VI

Die Listeria ivanovii Pathogenitétsinsel 2 (LIPI-2) besitzt eine Grofe von 22,047 kb und wird
flankiert von den beiden zu B. subtilis homologen Genen ysnB und ydel mit unbekannter
Funktion. Zudem liegt am linken Ende ein Gen fiir eine Arginin-tRNA.

LIPI-2 selbst beinhaltet eine Reihe von Internalingenen, zwei groB3e (i-in/B2 und B) und acht
kleine (i-inlL, K, J, I, H, G, F und E) Internaline. Daneben findet sich noch das Gen fiir die
Sphingomyelinase smcL und ein Open Reading Frame ORF3 unbekannter Funktion, fiir das
bisher jedoch keine signifikanten Homologien zu Genen anderer Listeria-Arten (L.
monocytogenes und L. innocua, Kap. 5.1.4) gefunden wurden. [hr GC-Gehalt betragt 32,28 %
und unterscheidet sich somit deutlich von dem des restlichen L. ivanovii-Genoms von ca. 38
% (240).

Somit konnte eine fiir die pathogene Art L. ivanovii spezifische Pathogenitétsinsel (LIPI-2)
charakterisiert werden, deren Ursprung aber noch nicht geklart ist.
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5.4 Vorkommen von LIPI-2 in verschiedenen L. ivanovii-
Stammen und anderen Listeria-Arten

Da ein Hauptmerkmal einer Pathogenitétsinsel das Vorhandensein in einer oder mehreren
pathogenen Arten und Fehlen in apathogenen Arten einer Bakteriengattung ist (110), sollte
untersucht werden, ob LIPI-2 bzw. einzelne Gene in anderen Listeria-Arten zu finden sind.
AuBerdem sollte der Autbau des zu LIPI-2 entsprechenden Bereichs in diesen Arten tiberpriift
werden. Zudem sollte analysiert werden, ob LIPI-2 nur fiir den Typstamm L. ivanovii
ATCC19119 charakteristisch ist oder auch in anderen L. ivanovii-Stimmen oder Unterarten
zu finden ist.

5.4.1 Vorhandensein und Struktur von LIPI-2 in verschiedenen L. ivanovii-

Stammen
(in Zusammenarbeit mit Petra Herrmann [114])

Da die Internalingene von LIPI-2 aufgrund ihrer zahlreichen Repeat-Regionen ein
bevorzugter Ort von Rekombinationsereignissen sein konnten, sollte eine mdgliche genetische
Variabilitit dieses Bereiches in verschiedenen L. ivanovii-Stimmen untersucht werden.

Die Art L. ivanovii unterteilt sich in zwei Subspezies, von denen L. ivanovii subsp. ivanovii
den Hauptteil ausmacht. Die Unterart londoniensis unterscheidet sich deutlich durch
biochemische Eigenschaften und genetische Divergenz von L. ivanovii subsp. ivanovii (14).
Im Rahmen ihrer Diplomarbeit hat Petra Herrmann das Vorkommen und die Anordnung der
Gene von LIPI-2 und ihren angrenzenden Bereichen in anderen L. ivanovii-Isolaten mittels
PCR-Kartierung untersucht (114).

Aus den beiden Subspezies wurden folgende Stimme unterschiedlicher Herkunft {iberpriift
(Tab. 5.9).

Listeria ivanovii Subspezies Herkunft

ATCC19119 ivanovii ATCC, USA

P-24 ivanovii klin. Isolat, Neuseeland

C-663 ivanovii klin. Isolat, Madrid

P-19 ivanovii klin. Isolat, Neuseeland

D-23 ivanovii klin. Isolat (Abort, Schaf), Madrid
L1PE ivanovii Isolat aus Milch, Frankreich

P-55 ivanovii klin. Isolat, Madrid

NCTC-11846 ivanovii Madrid

subsp. lond. londoniensis Madrid

Tab. 5.9: Fiir die PCR-Kartierung verwendete L. ivanovii-Stimme

Bei den in Tab. 5.9 aufgefiihrten L. ivanovii-Stimmen konnte Petra Herrmann alle LIPI-2-
Gene mit Oligonukleotiden aus dem intragenischen Bereich nachweisen. Einzige Ausnahme
war i-inlB2, das in L. ivanovii subsp. londoniensis mit der gewéhlten Primerkombination nicht
detektiert werden konnte (114). Ebenso konnte G. Dominguez-Bernal i-in/B2 in L. ivanovii
subsp. londoniensis nicht nachweisen (60).

Auch die in dieser Arbeit analysierten Open Reading Frames rechts von smcL (Kap. 5.1.3)
konnten in allen Stimmen mittels PCR identifiziert werden.
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Zusitzlich wurde die Orientierung der LIPI-2-Gene untersucht, indem Oligonukleotide von
benachbarten Genen kombiniert wurden. Hierbei kam es bei mehreren Stimmen zu
Abweichungen. So ist die Orientierung von i-inlJ/I/H in L. ivanovii P-24 und D-23 fraglich.
Auch die Abfolge von rnaH/ORF8 und ORF10/nor4 konnte bei L. ivanovii D-23 nicht
eindeutig bestimmt werden. Interessanterweise liegen die unsicheren Bereiche in den
Regionen, in denen sich die Deletionsbruchpunkte der Mutante GD-3 befinden.

Fiir L. ivanovii subsp. londoniensis schlieBlich konnte fiir fast alle Gene deren Reihenfolge
nicht eindeutig geklart werden. Dies bedeutet jedoch nicht zwangslaufig, dass die LIPI-2-
Gene eine von L. ivanovii ATCC19119 abweichende Anordnung besitzen, sondern kann auch
auf Sequenzabweichungen und damit fehlende Bindung der Oligonukleotide in den PCRs
beruhen.

Somit finden sich in den untersuchten L. ivanovii-Stimmen fast alle Gene der Listeria
ivanovii Pathogenititsinsel 2. Die genaue Anordnung dieser Gene konnte von Petra Herrmann
allerdings nicht vollstidndig geklart werden.

5.4.2 Vorkommen von LIPI-2 in anderen Listeria-Arten

Vergleiche mit der Genomsequenz von L. monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262
haben gezeigt, dass LIPI-2 nicht in diesen beiden Arten vorhanden ist. Fiir die restlichen
Listeria-Arten liegt bis zum heutigen Zeitpunkt noch keine vollstindige Genomsequenz vor,
so dass nicht ausgeschlossen werden kann, ob sich LIPI-2 oder Teile dieser Pathogenitétsinsel
nicht dort wiederfinden. Deshalb sollten in dieser Arbeit LIPI-2 und die flankierenden Gene
untersucht werden, um Genaueres {liber die genetische Organisation dieses Bereichs in den
anderen Listeria-Arten herauszufinden.

G. Dominguez-Bernal untersuchte in seiner Arbeit das Vorkommen des Bereichs ysnB-ydel in
verschiedenen Serovaren von L. monocytogenes sowie in allen anderen Listeria-Arten
einschlieBlich L. grayi und L. grayi subsp. murrayi (60). Es stellte sich heraus, dass die LIPI-2
flankierenden Gene ysnB und ydel in allen Listeria-Arten bis auf L. grayi und L. grayi subsp.
murrayi vorhanden sind. Das dazwischen liegende ORF3 ist allerdings nur bei L.
monocytogenes und L. innocua mit PCR nachweisbar, was mit den Daten aus den bekannten
Genomsequenzen libereinstimmt (Kap. 5.1.4).

Mittels PCR wurde nun in dieser Arbeit untersucht, ob auch die Open Reading Frames rechts
von LIPI-2 in den anderen Listeria-Arten vorhanden sind.

Hierzu wurden zum einen PCRs mit intragenischen Oligonukleotiden durchgefiihrt, um das
Vorkommen der einzelnen ORFs zu iiberpriifen, zum anderen wurden sog. "Briicken"-PCRs
durchgefiihrt, um Klarheit {iber die Anordnung der einzelnen ORFs zu erhalten.

Zundchst wurden Alignments mit den aus der Genomsequenz von L. monocytogenes EGDe
bekannten Sequenzen und den in dieser Arbeit erhaltenen Sequenzen von L. ivanovii
durchgefiihrt und dann aus den Bereichen Oligonukleotide ausgewéhlt, die bei diesen beiden
Listeria-Arten groBte Ubereinstimmung zeigten.
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Intragenische PCRs mit L. ivanovii, L. monocytogenes, L. seeligeri und L. welshimeri

Mit den aus den Alignments ausgewdhlten Oligonukleotiden wurden dann zundchst
intragenische PCRs durchgefiihrt (Abb. 5.23, Tab. 5.10).
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Abb. 5.23: Uberblick iiber die fiir die intragenischen PCRs verwendeten Oligonukleotide
In Form von groBen Pfeilen sind die in L. ivanovii identifizierten ORFs dargestellt (vgl. Abb. 5.6,
Abb. 5.9). Darunter ist die Lage der fiir die intragenischen PCRs eingesetzten Primerpaare in Form
von kleinen Pfeilen angegeben. Das Ergebnis der PCRs ist in Tab. 5.10 zusammengefasst.

Die ausgewihlten Oligonukleotide wurden zuerst mit chromosomaler DNA von L. ivanovii
getestet und die PCR-Bedingungen optimiert. In nachfolgender Abbildung (Abb. 5.24) sind
die in den anderen Listeria-Arten verwendeten Primerkombinationen mit chromosomaler
DNA von L. ivanovii getestet. Fiir jedes Gen wurden zundchst mehrere Primerkombinationen
tiberpriift und schlieBlich die am besten funktionierenden fiir die weiteren PCRs eingesetzt.
Mit den optimierten Primerkombinationen konnten fiir alle in Abb. 5.23 gezeigten Gene bzw.
ORFs PCR-Produkte erhalten werden. Wie man in Abb. 5.24 sieht, variiert die Bandenstirke
und man erhilt nicht in allen Ansédtzen gleiche Mengen an PCR-Produkt. Eine Ursache dafiir
sind vermutlich unterschiedlich gute Bindungseigenschaften der ausgewéhlten
Oligonukleotide an die eingesetzte chromosomale DNA.

ORF3 ydel ORF5 ORF6 ORF7 rnaH ORF8 ORF9 9A 9B 9C ORF10 nord M ORF11 sod

M
—
—
—
Rt

Abb. 5.24: Intragenische PCR mit chromosomaler DNA von L. ivanovii
M: Marker (Gibco BRL)

Fiir die Untersuchung des Vorhandenseins der in L. ivanovii identifizierten Gene wurden die
drei Listeria-Arten L. monocytogenes, L. seeligeri und L. welshimeri ausgewéhlt. Die
apathogene Art L. innocua wurde nicht getestet, da schon die komplette Genomsequenz
vorliegt (vgl. Kap. 5.1.4). Auch L. grayi und L. grayi subsp. murrayi wurden nicht niher
untersucht, da diese im Verwandtschaftsgrad am weitesten entfernt liegen und G. Dominguez-
Bernal zudem fiir die Gene ysnB, ORF3 und ydel keine PCR-Produkte nachweisen konnte
(60).
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Betrachtet man die PCR mit chromosomaler DNA von L. monocytogenes (Abb. 5.25), so
erhilt man fiir alle iiberpriiften Gene bis auf ORF9, 9A, 9B, 9C, ORF10 und ORF11 ein
positives Ergebnis. Dies spiegelt teilweise die in Kap. 5.1.4 dargelegten Vergleiche mit der
Genomsequenz von L. monocytogenes EGDe wieder und bedeutet, dass in L. monocytogenes
abgesehen von den drei zusitzlichen Open Reading Frames ORF9A, 9B und 9C die restlichen
in L. ivanovii identifizierten Gene auch in L. monocytogenes vorliegen.

M
e
—_—
e

ysnB ORF3 ydel ORF5 ORF6 ORF7 rnaH ORF8 ORF9 9A 9B 9C ORF10 M 10/nordnorA

e - - o4

Abb. 5.25: Intragenische PCR mit chromosomaler DNA von L. monocytogenes
M: Marker (Gibco BRL)
Abweichungen von L. ivanovii sind in Fettdruck hervorgehoben.

Fraglich sind nur die ORF9A, 9B und 9C flankierenden Open Reading Frames ORF9 und
ORF10, fiir die auch kein PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte. Zudem erhélt man bei
ORFI9B eine Bande, die aber nicht exakt der GroBle in L. ivanovii entspricht. Dies bedeutet,
dass eventuell ein unspezifisches PCR-Produkt vorliegt bzw. die ausgewéhlten
Oligonukleotide in dem zu ORF9B homologen Open Reading Frame (LMO00432, Kap.
5.1.4) an anderer Stelle im Genom von L. monocytogenes EGDe binden konnten. Auch fiir
ORF11 ist kein PCR-Produkt detektierbar, was jedoch auch daran liegen kann, dass die
ausgewdhlten Primer schlecht binden, denn selbst in L. ivanovii erhélt man fiir ORF11 nur ein
sehr schwaches PCR-Produkt (Abb. 5.24).

Bei L. seeligeri (Abb. 5.26) findet sich ein dhnliches Bild wie bei L. monocytogenes (Abb.
5.25). Bis auf ORF3, 9A, 9B, 9C und norA sind alle anderen Gene bzw. Open Reading
Frames von L. ivanovii nachweisbar. Selbst die in L. monocytogenes fehlenden ORFs ORF9

und ORF10 sind in L. seeligeri vorhanden. Dafiir fehlen im Gegensatz zu L. monocytogenes
ORF3 und norA.

ysnB ORF3 ydel ORF5 ORF6 ORF7 rnaH ORF8 ORF9 9A 9B 9C ORFI0 M norA ORF11 sod

M
——
e

SRR |

Abb. 5.26: Intragenische PCR mit chromosomaler DNA von L. seeligeri
M: Marker (Stratagene)
Abweichungen von L. ivanovii sind in Fettdruck hervorgehoben.
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Somit scheint zumindest der Bereich zwischen ydel und ORF9 bei L. seeligeri und L.
monocytogenes dhnlich aufgebaut zu sein wie bei L. ivanovii. Allerdings fehlen bei beiden
untersuchten Arten die sich bei L. ivanovii zwischen ORF9 und ORF10 befindlichen
zusitzlichen ORFs ORF9A, ORF9B und ORF9C.

Priift man schlieBlich L. welshimeri, so finden sich — wenn zum Teil auch nur mit schwachen
PCR-Produkten — die meisten L. ivanovii-ORFs wieder (Abb. 5.27). Abweichungen erhélt
man fiir ORF3, ORF9A, 9B, 9C, nor4 und ORF11.

M  ysnB ORF3 ydel ORF5 ORF6 ORF7 rnaH ORF8 ORF9 9A 9B 9C ORFI0 M  nord ORF11 sod

— —-—

s
E - -
- - -
Abb. 5.27: Intragenische PCR mit chromosomaler DNA von L. welshimeri

M: Marker (Stratagene)
Abweichungen von L. ivanovii sind in Fettdruck hervorgehoben.

e

Fiir ORF3 erhélt man ein Produkt von 500 bp statt den erwarteten 370 bp. Somit handelt es
sich bei ORF3 vermutlich um ein unspezifisches PCR-Produkt, da es neben der falschen
GroBe auch nur sehr schwach auf dem Agarosegel zu erkennen ist. Die Open Reading Frames
ORF9A und 9B sind auch bei L. welshimeri nicht zu finden. Man erhélt fiir ORF9B wie schon
bei L. monocytogenes ein Produkt von geringerer GroBe (ca. 260 bp), was auf ein
unspezifisches PCR-Produkt bzw. Bindung der Oligonukleotide in einem zu ORF9B
homologen Genomabschnitt hindeuten koénnte. Fiir ORFOC erhédlt man {iberraschenderweise
ein PCR-Produkt in der richtigen Grofle (ca. 360 bp), das aber auch nur mit geringer
Bandenstirke auf dem Agarosegel sichtbar ist. Das sich anschlieBende Open Reading Frame
ORFI10 ist in der korrekten Grofle nachweisbar, die nachfolgenden Gene nor4 und ORF11
sind mit den ausgewdhlten Primerkombinationen aber nicht detektierbar.

In Tab. 5.10 sind die beschriebenen Ergebnisse nochmals zusammengefasst. Mit den
optimierten Primern konnten so in allen drei untersuchten Listeria-Arten die Gene ysnB, ydel,
ORF5, ORF6, ORF7, rnaH und ORF8 nachgewiesen werden.

Abweichungen gab es allerdings bei ORF3, das in L. seeligeri und L. welshimeri nicht
amplifiziert werden konnte. Weiter konnten ORF9, ORF10 und ORF11 trotz Vorhandensein
in der L. monocytogenes EGDe-Genomsequenz in dieser Art nicht nachgewiesen werden.
Ebenso fehlten bei L. monocytogenes die Open Reading Frames ORF9A, 9B und 9C, die
jedoch auch in der Genomsequenz nicht zu finden sind.

Auch bei L. seeligeri und L. welshimeri sind die zwischen ORF9 und ORF10 liegenden Open
Reading Frames ORF9A, 9B und 9C vermutlich nicht vorhanden. Fiir ORF9C wurde in L.
welshimeri allerdings ein positives PCR-Produkt erhalten. Zudem ist in diesen beiden
Listeria-Arten norA nicht nachweisbar und bei L. welshimeri fehlt zusitzlich ORF11.
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Gen L. ivanovii | L. monocytogenes | L. seeligeri | L. welshimeri
ysnB + + + +
ORF3 + + - -
ydel + ) + +
ORF5 + (+) + (+)
ORF6 + + + +
ORF7 + + + +
rnal + + + +
ORF8 + () + (+)
ORF9 + - + )
ORF9A + - - -
ORF9B + - - -
ORF9C + - - +
ORF10 + - + +
norA + + - -
ORF11 + - + -

Tab. 5.10: Ergebnis der intragenischen PCRs in den verschiedenen Listeria-Arten
+ PCR-Produkt vorhanden; - kein PCR-Produkt detektierbar
(+) PCR-Produkt der richtigen GréBe nur schwach nachweisbar

Intergenische PCRs mit L. ivanovii, L. monocytogenes, L. seeligeri und L. welshimeri

Da also durch die intragenischen PCRs nicht vollstédndig gekliart werden konnte, ob alle in L.
ivanovii identifizierten Open Reading Frames auch in den drei untersuchten Listeria-Arten
vorhanden sind, und zudem noch nichts iiber deren mogliche Lage bekannt ist, wurden
zusétzlich sog. "Briicken"-PCRs durchgefiihrt, um die intergenischen Regionen abzudecken
und so die Lage der ORFs zu iiberpriifen.

Fiir die intergenischen PCRs wurden teilweise die Oligonukleotide aus den intragenischen
PCRs verwendet. Es mussten auch einige neue Primer ausgesucht und die PCR-Bedingungen
nochmals optimiert werden. Ein Uberblick iiber die letztendlich erfolgreich durchgefiihrten
"Briicken"-PCRs ist in nachfolgender Abbildung (Abb. 5.28) zu sehen.
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Abb. 5.28: Ubersicht iiber die fiir die intergenischen PCRs eingesetzten Oligonukleotide
In Form von groBen Pfeilen sind die in L. ivanovii identifizierten ORFs dargestellt (vgl. Abb. 5.6,
Abb. 5.9). Darunter ist die Lage der fiir die intergenischen PCRs eingesetzten Primerpaare in Form
von kleinen Pfeilen angegeben. Die mit den aufgefiihrten Oligonukleotiden erhaltenen PCR-Produkte
sind in Form von Doppelpfeilen dargestellt. Das Ergebnis der PCRs ist in Tab. 5.11
zusammengefasst.
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In L. ivanovii (Abb. 5.29, Abb. 5.30) konnten mit den ausgewéhlten Primerpaaren bis auf den
Bereich ysnB-ydel (Abb. 5.30 Spur 3-6) bzw. ysnB-ORF3 (Abb. 5.30 Spur 1+2) alle in Abb.
5.28 gezeigten intergenischen Bereiche amplifiziert werden. Fiir die intergenische Region
ysnB-ydel wurde kein PCR-Produkt erhalten, da sich bei L. ivanovii zwischen diesen beiden
Genen die Listeria ivanovii Pathogenititsinsel 2 (LIPI-2) befindet, die eine GréBe von ca. 22
kb besitzt.
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Abb. 5.29: Intergenische PCR mit chromosomaler DNA von L. ivanovii
M: Marker (Stratagene)

Spur 1: ORF3-ydel Spur 4: rnaH-ORF9
Spur 2: ORF5-ORF7 Spur 5: ORF10-rord
Spur 3: ORF6-rnaH Spur 6: norA-ORF11
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Abb. 5.30: "Briicken'"-PCR mit chromosomaler DNA von L. ivanovii
M: Marker (Gibco BRL)

Spur 1+2: ysnB-ORF3 Spur 7+8: ORF3-ydel Spur 11: ORF9
Spur 3-6: ysnB-ydel Spur 9: ORF3-ORF5 Spur 12: ORF10
Spur 10: ORF3-ORF6 Spur 13: ORF9-ORF10

Spur 14: ORF11

Betrachtet man L. monocytogenes, so stimmt der Bereich ysnB-ydel mit den Daten aus der L.
monocytogenes EGDe-Genomsequenz (Kap. 5.1.4) iiberein. Ebenso findet man alle weiteren
untersuchten intergenischen Regionen in gleicher Grofe wie bei L. ivanovii auch bei L.
monocytogenes (Abb. 5.31, Abb. 5.32). Zum Teil erhélt man in den durchgefiihrten PCRs nur
schwache Banden (Abb. 5.32, Spur 3, 7-10), was moglicherweise auf Sequenzabweichungen
und dadurch verminderte Bindung der Oligonukleotide zuriickzufiihren ist.
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Einzige Abweichung in L. monocytogenes ist die Region zwischen ORF9 und ORF10. Bei L.
ivanovii erhilt man mit den ausgewihlten Oligonukleotiden ein PCR-Produkt mit einer Grofle
von ca. 3,4 kb (Abb. 5.30, Spur 13). Bei L. monocytogenes lisst sich auf dem Agarosegel eine
viel kleinere Bande (ca. 700 bp) detektieren (Abb. 5.31, Spur 4, Abb. 5.32, Spur 13). Diese
Abweichung von L. ivanovii stimmt wiederum mit den L. monocytogenes-EGDe-
Sequenzdaten {iiberein, da durch Sequenzvergleiche (Kap. 5.1.4) und intragenische PCRs
schon festgestellt werden konnte, dass die drei Open Reading Frames ORF9A, 9B und 9C bei

L. monocytogenes nicht vorhanden sind.
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Abb. 5.31: Intergenische PCR mit chromosomaler DNA von L. monocytogenes
M: Marker (Stratagene)

Spur 1: ORF5-ORF7
Spur 2: ORF6-rnaH
Spur 3: rnaH-ORF9

Spur 4: ORF9-ORF10
Spur 5: ORF10-nor4
Spur 6: nor4A-ORF11
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Abb. 5.32: "Briicken'"-PCR mit chromosomaler DNA von L. monocytogenes

M: Marker (Gibco BRL)
Spur 1+2: ysnB-ORF3
Spur 3-6: ysnB-ydel

Spur 7+8: ORF3-ydel

Spur 9: ORF3-ORF5

Spur 10: ORF3-ORF6

Spur 11: ORF9

Spur 12: ORF10

Spur 13 ORF9-ORF10:
Spur 14: ORF11
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In L. seeligeri (Abb. 5.33) findet man keine eindeutigen PCR-Produkte im Bereich ysnB-ydel.
Neben etlichen unspezifischen Banden ist nur ein sehr schwaches Produkte der richtigen
GroBe bei ORF3-ydel auf dem Agarosegel zu erkennen (Abb. 5.33, Spur 3). Auch fiir die
intergenischen Regionen ORF3-ORF5 und ORF3-ORF6 sind keine Produkte der erwarteten
GroBe detektierbar, sondern nur unspezifische, zum Teil sogar sehr starke Banden auf dem
Agarosegel erkennbar.

Ab ORFS5 finden sich die in Kap. 5.4.2 identifizierten Open Reading Frames in gleicher
Anordnung wie bei L. ivanovii bzw. L. monocytogenes.

Fiir den Bereich ORF9-ORF10 erhilt man wieder nur ein PCR-Produkt von 700 bp GrofBe
(Abb. 5.33, Spur 9). Dies bedeutet, dass wie schon bei L. monocytogenes auch bei L. seeligeri
keine zusétzlichen Open Reading Frames ORF9A, 9B und 9C zwischen ORF9 und ORF10 zu
finden sind.
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Abb. 5.33: Intergenische PCR mit chromosomaler DNA von L. seeligeri
M: Marker (Stratagene)
Spur 1: ysnB-ORF3  Spur 5: ORF3-ORF6  Spur 9: ORF9-ORF10
Spur 2: ysnB-ydel ~ Spur 6: ORF5-ORF7  Spur 10: ORF10-ror4
Spur 3: ORF3-ydel Spur 7: ORF6-rnaH  Spur 11: norA-ORF11
Spur 4: ORF3-ORF5 Spur 8: rnaH-ORF9

Auch in L. welshimeri konnten nicht alle intergenischen Bereiche eindeutig geklart werden
(Abb. 5.34). So erhidlt man zwar schwache PCR-Produkte fiir die Regionen ysnB-ORF3 und
ORF3-ydel (Abb. 5.34, Spur 1 bzw. 3), der gesamte Bereich ysnB-ydel konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden und es findet sich nur ein PCR-Produkt kleinerer GroBe (ca. 400 bp,
Abb. 5.34, Spur 2) als beispielsweise bei L. monocytogenes (ca. 2,0 kb, Abb. 5.32, Spur 3-6).

M 1 2 3 4 S5 6 7 &8 9 10 11

Abb. 5.34: Intergenische PCR mit chromosomaler DNA von L. welshimeri
M: Marker (Stratagene)
Spur 1: ysnB-ORF3  Spur 5: ORF3-ORF6  Spur 9: ORF9-ORF10
Spur 2: ysnB-ydel Spur 6: ORF5-ORF7  Spur 10: ORF10-nor4
Spur 3: ORF3-ydel  Spur 7: ORF6-rnaH  Spur 11: norA-ORF11
Spur 4: ORF3-ORF5 Spur 8: rnaH-ORF9
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Ferner konnten die sich an ORF3 anschlieBenden Regionen bis einschlieBlich rnaH nicht
bestimmt werden, da mit den meisten Oligonukleotiden keine PCR-Produkte erhalten wurden.
Rechts von rnaH liegt wieder die gleiche Genanordnung wie schon in L. monocytogenes und
L. seeligeri vor. Ebenso findet man zwischen ORF9 und ORF10 keine zusétzlichen ORFs
ORF9A, 9B und 9C, sondern kann nur eine kleine intergenische Region zwischen ORF9 und
ORF10 detektieren (Abb. 5.34, Spur 9).

In Tab. 5.11 sind die Ergebnisse der intergenischen PCRs nochmals dargestellt.

Fiir L. ivanovii und L. monocytogenes konnten alle intergenischen Bereiche nachgewiesen
werden. Nur ysnB-ORF3 bzw. ysnB-ydel konnten bei L. ivanovii nicht amplifiziert werden, da
das zugehorige PCR-Produkt durch die zwischen ysnB und ydel liegende Pathogenitétsinsel
LIPI-2 eine Grofle von mehr als 22 kb erreicht hitte, was mit normalen PCR-Bedingungen
nicht durchfiihrbar ist.

"Briicken'"-PCR | L. ivanovii | L. monocytogenes | L. seeligeri | L. welshimeri
ysnB-ORF3 -) + - &)
ysnB-ydel ) + - -
ORF3-ydel + ) ) +
ORF3-0ORF5 + +) - -
ORF3-ORF6 + +) - -
ORF5-ORF7 + + + -
ORF6-rnaH + + + -
rnaH-ORF9 + + + +
ORF9-ORF10 + + + +
ORF10-norA + + + +
norA-ORF11 + + + +

Tab. 5.11: Ergebnis der intergenischen PCRs in den verschiedenen Listeria-Arten
+ PCR-Produkt vorhanden; - kein PCR-Produkt detektierbar
(+) PCR-Produkt der richtigen GréBe nur schwach nachweisbar
(-) kein Produkt vorhanden, da zu groB fiir eingesetzte PCR-Bedingungen

Fasst man nun die intra- und intergenischen PCRs zusammen, so ergibt sich fiir das
Vorhandensein und die Lage der in L. ivanovii neu identifizierten Open Reading Frames in
den drei untersuchten Listeria-Arten folgendes Bild (Abb. 5.35):

Wie aus den Sequenzdaten schon bekannt (Kap. 5.1.4) sind in L. monocytogenes die Open
Reading Frames wie in L. ivanovii angeordnet. Einziger Unterschied ist das Fehlen der drei
ORFs ORF9A, 9B und 9C zwischen ORF9 und ORF10 bei L. monocytogenes. Diese ORFs
sind auch bei L. seeligeri und L. welshimeri nicht vorhanden.

L. seeligeri besitzt alle restlichen ORFs (bis auf ORF3) in gleicher Anordnung wie L.
monocytogenes. Fraglich bleibt nur der Bereich zwischen ysnB und ydel. Sowohl ysnB als
auch ydel konnten mit intragenischen PCRs nachgewiesen werden, das bei L. ivanovii und L.
monocytogenes dazwischen liegende ORF3 aber nicht. Auch mit intergenischen PCRs
konnten die Bereiche ysnB-ORF3, ORF3-ydel und ysnB-ydel nicht eindeutig gekldrt werden,
so dass offen bleibt, ob sich in diesem Bereich zusétzliche bzw. andere Gene als in L. ivanovii
und L. monocytogenes befinden.



5 Ergebnisse 109

L. welshimeri schliellich zeigt mehrere Abweichungen. So lassen sich zwar die einzelnen
Gene ysnB und ydel sowie die intergenischen Regionen ysnB-ORF3 und ORF3-ydel
nachweisen, der gesamte Bereich ysnB-ydel ist jedoch nicht amplifizierbar. Auch die rechts
von ydel liegende Region bis rnaH ist mit den gewihlten Primerkombinationen nicht
eindeutig bestimmbar. Zwar sind die meisten Open Reading Frames mit intragenischen PCRs
nachweisbar, ihre Lage konnte jedoch nicht eindeutig gekliart werden. Ab rnaH aber liegt
wieder die gleiche Anordnung der ORFs wie bei L. monocytogenes und L. seeligeri vor.

1kb

L. ivanovii _*)7 LIPI-2

ORF3

ysnB
tRNAAT9
del
ORF5
ORF9B
ORF9C

y
3
Q
I
ORF10
S
)
>

g
35 3k
= ORF3 > O
L. monocytogenes EGDe
3 L
28

Q
c
2
L. seeligeri *‘— ?

ORF3

L. welshimeri ‘* ? |::> ?

Abb. 5.35: Vorhandensein und Lage der L. ivanovii-ORFs in L. monocytogenes, L. seeligeri und
L. welshimeri
Ubersicht iiber die intra- und intergenischen PCRs. Bunte Pfeile stellen positive intragenische PCRs
dar, d.h. das Gen bzw. Open Reading Frame ist nachweisbar. Weile Pfeile symbolisieren
negative PCR-Resultate.
Fragezeichen weisen auf Unklarheiten bei der Lage der einzelnen Open Reading Frames hin.
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5.4.3 Analyse des Bereichs ysnB-ydel in L. seeligeri und L. welshimeri

Da der Bereich zwischen ysnB und ydel in L. ivanovii die Pathogenititsinsel LIPI-2 beinhaltet
und bei L. seeligeri und L. welshimeri nicht eindeutig geklart werden konnte, scheint diese
Region eventuell genetische Variabilitdt zu besitzen und sollte deshalb bei L. seeligeri und L.
welshimeri genauer untersucht werden.

Hierzu wurden zunichst weitere PCRs mit neuen Primerkombinationen durchgefiihrt. Zur
Auswabhl der Oligonukleotide wurde ein weiteres Alignment der Sequenzen von ORF3 von L.
monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262 durchgefiihrt und wie schon fiir die intra-
und intergenischen PCRs wurden Primer aus den Bereichen groffter Homologie ausgewéhlt.
Somit waren Oligonukleotide aus L. monocytogenes / L. ivanovii- (ysnB, ydel) und L.

monocytogenes / L. innocua-Alignments (ORF3) vorhanden, die miteinander kombiniert
wurden (Abb. 5.36).

8 3
>  ORF3 >
L. monocytogenes EGDe kb
% 3
2 1204 (inl) ORF3 S
L. innocua e
S 3
(7]
g ORF3 3
L. ivanovii * LIPI-2 /~H~
0,2 kb
ysnB ORF3 ydel
-N° - ° CORF4.1° del-N°
ysnBN°_ ysnB.C3/rey? Fl4 —» NORF3®  —» CORF3'rev —- =
Pl-82 <— ysnB-C4° <+ . < - <«
ysnB-C3° —» NORF3 <— CORF3° ydel-C4° CORF4.1/ PI-81°
<4— NORF3*rev 44— CORF3* rev®

Abb. 5.36: ysnB-ydel-Region in Listeria sp. und PCRs in L. seeligeri und L. welshimeri

In Form von groBen Pfeilen ist der genauer untersuchte Bereich ysnB-ydel dargestellt. Im oberen
Bereich der Abbildung sind die bei L. monocytogenes EGDe, L. innocua und L. ivanovii bekannten
Gene in dieser Region dargestellt. In der unteren Abbildung sind die eingesetzten Oligonukleotide als
kleine Pfeile angegeben. Blaue Primer wurden aus der L. ivanovii-Sequenz, rote aus der L.
monocytogenes EGDe-Sequenz und griine Oligonukleotide aus der L. innocua CLIP11262-Sequenz
ausgewabhlt.

° L. ivanovii-Primer bindet auch in L. monocytogenes
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Betrachtet man die durchgefiihrten PCRs, so sind fiir alle Primerkombinationen sowohl bei L.
ivanovii (nicht abgebildet) als auch bei L. monocytogenes (Abb. 5.37, Spur 17-24) PCR-
Produkte der erwarteten Grofe vorhanden. Somit lassen sich die Gene ysnB, ORF3 und ydel
einzeln mit den intragenischen Primern, aber auch die dazwischen liegenden intergenischen
Bereiche ysnB-ORF3, ORF3-ydel und ysnB-ydel nachweisen (vgl. Kap. 5.4.2). Bei L.
monocytogenes sind zudem mehrere zusétzliche unspezifische Nebenbanden zu erkennen, die
darauf zuriickzufiihren sind, dass die PCRs mit niedriger Stringenz durchgefiihrt wurden, um
bei L. seeligeri und L. welshimeri iiberhaupt PCR-Produkte zu erhalten.

L. seeligeri L. welshimeri L. monocytogenes
M 12 3 45 6 7 8 9 1011 12 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

oy

M 13 14
= I -
: . Y i

- e - '
o o . —-—
. 1 I - - ® e o - >

Abb. 5.37: ysnB-ydel-PCRs in L. seeligeri, L. welshimeri und L. monocytogenes
PCR mit chromosomaler DNA von L. seeligeri (Spur 1-8), L. welshimeri (Spur 9-16) und
L. monocytogenes (Spurl7-24)
M:Marker (Stratagene)

Spur 1,9, 17: ysnB Spur 5, 6, 13, 14, 21, 22: ysnB-ORF3
Spur 2, 3, 10, 11,18, 19:0RF3 Spur 7, 15, 23: ORF3-ydel
Spur 4, 12, 20: ydel Spur 8, 16, 24: ysnB-ydel

Bei L. seeligeri konnten mit den neu ausgewéhlten Primern wiederum die Gene ysnB und ydel
nachgewiesen werden, ORF3 jedoch nicht. Auch die intergenischen Bereiche konnten mit
zahlreichen neuen Primerkombinationen nicht amplifiziert werden. Somit scheint entweder
die Sequenz eines moglichen ORF3 stark von dem aus L. ivanovii und L. monocytogenes
bekannten ORF3 abzuweichen, oder es liegt eine vollig andere Organisation unbekannter
Gene bzw. ORFs in diesem Bereich vor.

Auch in L. welshimeri findet man die Gene ysnB und ydel. Zudem erhidlt man ein schwaches
PCR-Produkt mit einer Primerkombination fiir ORF3. Bei den intergenischen PCRs lassen
sich die Bereiche ysnB-ORF3 und ysnB-ydel aber nicht nachweisen. Nur fiir ORF3-ydel erhilt
man eine starke Bande auf dem Agarosegel (Abb. 5.37, Spur 15), die jedoch grofer als die
entsprechende Bande bei L. monocytogenes (Abb. 5.37, Spur 23) ist.

Da die Bande von ORF3-ydel in L. welshimeri relativ stark und eindeutig auf dem Agarosegel
zu erkennen war, konnte es sich um ein spezifisches PCR-Produkt handeln, das anhand seiner
abweichenden Grofle auf eine verdnderte Genorganisation in dem Bereich ORF3-ydel bei L.
welshimeri hindeutet. Deshalb wurde dieses PCR-Produkt gereinigt und ansequenziert. Die
erhaltene Nukleinsduresequenz war jedoch schlecht lesbar und wies etliche fragliche
Nukleotide auf. Somit war ORF3-ydel von L. welshimeri vermutlich ein unspezifisches PCR-
Produkt, das aufgrund der niedrigen Stringenz in den durchgefiihrten PCR-Reaktionen
entstanden sein konnte.
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In Tab. 5.12 sind die PCR-Ergebnisse nochmals zusammengefasst. Trotz Einsatz zahlreicher
neuer Primerkombinationen konnte der Bereich ysnB-ydel bei L. seeligeri und L. welshimeri
nicht geklért werden.

Gene L. ivanovii | L. monocytogenes | L. seeligeri | L. welshimeri
ysnB + + + +
ORF3 + + - )
ydel + + + +
ysnB-ORF3 ) + - -
ORF3-ydel + + - +
ysnB-ydel (-) + - -

Tab. 5.12: Ubersicht iiber die ysnB-ydel-PCRs

+ PCR-Produkt vorhanden; - kein PCR-Produkt detektierbar

(+) PCR-Produkt der richtigen GroBe nur schwach nachweisbar

(-) kein Produkt vorhanden, da zu groB fiir eingesetzte PCR-Bedingungen

Da die Gene ysnB und ydel in L. seeligeri und L. welshimeri zwar nachgewiesen werden
konnten, man aber bei den intergenischen PCRs keine positiven Ergebnisse erhielt, sollte
tiberpriift werden, ob diese beiden Gene eventuell in einer anderen Orientierung vorliegen.
Dies wire eine weitere mogliche Erkldrung, warum bei den intergenischen PCRs mit den
bisherigen Primerkombinationen kein Produkt amplifiziert werden konnte.

Zum Test der Orientierung wurden mit den in Abb. 5.36 aufgefiihrten Oligonukleotiden neue
intergenische PCRs durchgefiihrt (Tab. 5.13). Es wurden auch Primer miteinander kombiniert,
die beide in die gleiche Richtung («— «, — —) oder entgegengesetzt («— —) in L. ivanovii
und L. monocytogenes binden und somit in diesen beiden Listeria-Arten kein PCR-Produkt
ergeben.

Man erhélt fiir die neuen Primerkombinationen in keiner der untersuchten Listeria-Arten
PCR-Produkte (Tab. 5.13). Nur mit den bereits vorher eingesetzten Oligonukleotiden ysnB-N
und CORF3 lésst sich der Bereich ysnB-ORF3 in L. monocytogenes und eventuell auch in L.
seeligeri nachweisen. Ebenso lésst sich nur mit den Primern NORF3 und ydel-N die Region
ORF3-ydel in L. ivanovii, L. monocytogenes und L. welshimeri detektieren.

Gene Primerkombination | Lage der Primer | L. iv. | L. mono. | L. seel. | L. welsh.

ysnB-ORF3 | ysnB-N x CORF3 — < “) + ) -
ysnB-C3 x CORF3 — - - - -
ysnB-N x NORF3 - — - - - -
ysnB-C3 x NORF3 —— - - - -

ORF3-ydel |NORF3 x ydel-N — — + ) - )
CORF3 x ydel-N — - - - -
NORF3 x CORF4.1 - — - - - -
CORF3 x CORF4.1 — — - - - -

Tab. 5.13: Verwendete Primerkombinationen zum Test der Orientierung von ysnB-ydel
Die eingesetzten Oligonukleotide sind in Abb. 5.36 aufgefiihrt.
+ PCR-Produkt vorhanden; - kein PCR-Produkt detektierbar
(+) PCR-Produkt der richtigen GroBe nur schwach nachweisbar
(-) kein Produkt vorhanden, da zu groB fiir eingesetzte PCR-Bedingungen
— «— Lage der Oligonukleotide in L. ivanovii und L. monocytogenes
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Nachdem mit PCR-Kartierung nicht geklart werden konnte, wie die Region ysnB-ydel in L.
seeligeri und L. welshimeri aufgebaut ist, sollte in einem zweiten Ansatz versucht werden, die
an ysnB und ydel angrenzenden Bereiche zu sequenzieren. Hierzu wurde die schon fiir die
Sequenzierung der rechts von smcL liegenden Open Reading Frames (Kap. 5.1.1) eingesetzte
Methode des Genome Walkings angewendet (Kap. 4.1.19).

Da die Gene ysnB und ydel mit intragenischen Primerkombinationen in L. seeligeri und L.
welshimeri nachgewiesen werden konnten, wurden diese Oligonukleotide fiir das Genome
Walking eingesetzt.

Zundchst wurde chromosomale DNA von L. seeligeri bzw. L. welshimeri mit verschiedenen
Restriktionsenzymen (EcoRV, Hpal, Pvull, Nrul, Stul) blunt end verdaut und anschlieend an
den GenomeWalker Adaptor ligiert. So erhielt man verschiedene GenomeWalker "Libraries",
aus denen dann der gesuchte DNA-Bereich mittels PCR amplifiziert wurde. Als Gen-
spezifische Primer wurden die Oligonukleotide ysnB-C3/rev (ysnB) und CORF4.1/rev (ydel)
verwendet (Abb. 5.36, Tab. 5.14).

Im Gegensatz zu vorher durchgefiihrten Genome Walking-PCRs (Kap. 5.1.1) konnten trotz
Einsatz spezieller Polymerasen nur Produkte mit einer maximalen GroBe von 1,5 kb
amplifiziert werden. Diese wurden dann ohne vorherige Klonierung mit dem Gen-
spezifischen und Adaptor Primer sequenziert. Aus der Sequenz wurde ein neuer Gen-
spezifischer Primer fiir eine weitere Genome Walking-PCR ausgewdhlt.

So konnten durch verschiedene PCRs mehrere kleine Fragmente (Tab. 5.14, Abb. 5.38)
identifiziert und sequenziert werden.

Primerkombinationen ysnB L. seeligeri L. welshimeri
1. PCR: ysnB-C3/rev x AP2 ~ 500 bp (Hpal) | ~550bp (Pvull)
2. PCR: Lsysn2 x AP2 ~ 350 bp (Stul) -

2. PCR: Lwysn2 x AP2 - ~ 1,0 kb (Stul)
Primerkombinationen ydel L. seeligeri L. welshimeri

1. PCR: CORF4.1/rev x AP2 | ~400 bp (EcoRV) | ~1,5kb (EcoRV)
~ 1,5 kb (Stul)
2. PCR: Lsyde2 x AP2 - -
2. PCR: Lwyde2 x AP2 - ~ 750 bp (Stul)

Tab. 5.14: Uberblick iiber die durch Genome Walking erhaltenen Fragmente des Bereichs ysnB-ydel
Dargestellt sind nur die PCR-Produkte, die auch sequenziert wurden.
EcoRV, Hpal, Pvull, Stul: "blunt end"-Restriktionsenzyme, mit denen die GenomeWalker
"Libraries" hergestellt wurden

Nur mit den Restriktionsenzymen EcoRV und Stul erhielt man Genome Walking-Fragmente
von 1,0 —1,5 kb GroBe (Abb. 5.38). Alle anderen PCR-Produkte waren wesentlich kleiner.
Zudem konnten in vielen PCR-Ansédtzen trotz Erhhung der Stringenz nur multiple Banden
amplifiziert werden, die fiir eine Sequenzierung ungeeignet waren.
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Abb. 5.38: Uberblick iiber die Genome Walking-Fragmente in L. seeligeri und L. welshimeri
—, « fiir das Genome Walking bzw. die Kontroll-PCRs verwendete Oligonukleotide
In hellgriin sind die einzelnen Genome Walking-Fragmente mit ligiertem Adaptor (rot)
dargestellt.

Mit den Oligonukleotiden, mit denen die zweite Genome Walking-PCR durchgefiihrt wurde,
wurde zusidtzlich eine PCR mit der Primerkombination Lsysn2 x Lsyde2 bzw. Lwysn2 x
Lwyde2 durchgefiihrt, um eventuell ein durchgehendes PCR-Produkt erhalten zu kdénnen.
Dies war aber nicht erfolgreich, so dass zwischen ysnB und ydel vermutlich ein groBerer
Genomabschnitt liegt, der mit weiteren Genome Walking-PCRs abgedeckt werden muss.

Nach Sequenzierung der bisher erhaltenen Fragmente wurden diese wieder mit dem
Programm Sequencher bearbeitet und die so erhaltenen Sequenzen mit den in L. ivanovii
identifizierten Open Reading Frames (einschlieBlich LIPI-2) verglichen. Bis auf ydel konnten
allerdings keine signifikanten Homologien festgestellt werden.

Zusatzlich wurden die sequenzierten Bereiche mit den Genomsequenzen von L.
monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262 sowohl auf Nukleinsdure- als auch
Aminosédureebene verglichen.

Zu dem sich an ysnB anschliefenden Bereich konnten sowohl fiir L. seeligeri als auch L.
welshimeri neue homologe Proteine gefunden werden (Tab. 5.15, Abb. 5.39).
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Genome Walking-| L. mono. EGDe L. innocua CLIP11262 | mégliche Funktion®

Fragment (% Identitiit)' (% Identitiit)"

L. seeligeri-ysnB LMO00435 (63%) LIN00457 (64%) Putatives Peptidoglykan-

(Hpal, Stul) Bindungsprotein mit LPXTG-Motiv

L. seeligeri-ydel LMOO01242 (62%) LINO01206 (63%) dhnlich zu B. subtilis Ydel-Protein

(EcoRV, Stul)

L. welshimeri-ysnB LMO008523 (82%) LINO00845 (86%) dhnlich zu Transkriptionsregulator

(Pvull, Stul) aus der TetR/ AcrR-Familie
LMO00853 (65%) LIN00846 (65%) dhnlich zu E.coli SugE-Protein

(Transmembran-Chaperone)
L. welshimeri-ydel - - -
(EcoRV, Stul)

Tab. 5.15: Uberblick iiber die zu den Genome Walking-Fragmenten aus L. seeligeri und L. welshimeri

homologen Proteine in L. monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262

In dieser Tabelle sind die homologen ORFs aus der L. monocytogenes- und L. innocua-

Genomsequenz (Listeria Genome Sequencing Project, verfiigbar unter

http://genolist.pasteur.fr/Listilist) dargestellt.

" Der Grad der Identitit in Prozent wurde mit der Anwendung BLAST ohne Filter, mittels des

Algorithmus von Altschul (3), verfligbar unter http://genolist.pasteur.fr/ ermittelt.

? Die mégliche Funktion basiert auf den Homologiedaten aus den Datenbanken.

Fiir L. seeligeri findet sich fiir den downstream von ysnB liegenden Bereich sowohl in L.
monocytogenes (LMOO00435) als auch in L. innocua (LIN00457) ein homologes Protein (63
bzw. 64% Identitit), das Ahnlichkeit zu Peptidoglykan-Bindungsproteinen mit LPXTG-Motiv
aufweist. Interessanterweise existiert auch in L. innocua ein Protein mit LPXTG-Motiv
(Internalingen) rechts von ysnB (Kap. 5.1.4, Abb. 5.9, Abb. 5.39), so dass gewisse
Ahnlichkeiten zwischen L. innocua und L. seeligeri bestehen kdnnten.

Fiir L. welshimeri hingegen trifft man an dieser Stelle in L. monocytogenes und L. innocua ein
Protein mit Ahnlichkeit zu Transkriptionsregulatoren aus der TetR/AcrR-Familie, an das sich
ein Homolog zu dem E. coli SugE-Protein, einem Transmembran-Chaperone anschlief3t.

Fiir den Bereich downstream von ydel konnten bisher noch keine neuen homologen Proteine
identifiziert werden, da die beiden Genome Walking Fragmente noch nicht komplett
sequenziert sind. Fiir L. seeligeri findet man nur das schon bekannte ydel-Gen in L.
monocytogenes und L. innocua wieder, fiir L. welshimeri konnten noch keine Homologien
ermittelt werden.

In weiteren Genome Walking-PCRs soll nun geklart werden, welche weiteren Gene sich im
Bereich ysnB-ydel befinden. Die Arbeiten hierzu sind noch nicht abgeschlossen.
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Abb. 5.39: Méglicher Aufbau der Region ysnB-ydel in L. seeligeri und L. welshimeri
In Form von Pfeilen ist der genauer untersuchte Bereich ysnB-ydel dargestellt. Zum Vergleich ist der
schon bekannte Aufbau dieser Region von L. monocytogenes, L. innocua und L. ivanovii gezeigt.
ysnB: ein zum B. subtilis-Gen ysnB homologes Gen
ydel: ein zum ydel-Gen aus B. subtilis dhnliches Gen
ORF3: Open Reading Frame 3, Funktion unbekannt
1204 (inl): ORF von L. innocua, besitzt Ahnlichkeit zu den groBen Internalinen mit LPXTG-Motiv
tetR/acrR: Gen, das fir ein Protein mit Homologie zu den Transkriptionsregulatoren aus der
TetR/AcrR-Familie codiert

sugE. Gen, das fiir ein Protein mit Ahnlichkeit zum SugE-Protein von E. coli codiert
(Transmembran-Chaperone)
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5.5 Vergleich der Expression verschiedener Gene von L. ivanovii
mittels RT-PCR

Ein weiteres Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression der LIPI-2-Gene, der
flankierenden Open Reading Frames, sowie der Virulenzclustergene von L. ivanovii unter
verschiedenen Kulturbedingungen in vitro und nach Infektion mehrerer Zelllinien, d.h. in
vivo, zu untersuchen. Es wurde die Genexpression nach Wachstum bei 20°C bzw. 37°C
tiberpriift (Kap. 5.5.3), sowie die Transkriptionsrate mit und ohne "MEM-Shift" analysiert
(Kap. 5.5.4). Zusitzlich wurden drei permanente Zelllinien (MDBK, TIB-73 und J774)
infiziert und auch hier anschlieend die Genexpression bestimmt.

Als Methode zur Bestimmung der Transkriptionsstirke sollte dabei die sog. Reverse-
Transkription/Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR; Kap. 4.1.26) dienen, mit der die
Expression listerieller Gene auf Transkriptionsebene untersucht werden kann. Anhand der
beobachteten mRNA-Mengen konnen Aussagen tiber die Transkriptionsstirke der
untersuchten Gene gemacht werden. Hierbei macht man sich die Fahigkeit der Virus-
codierten reversen Transkriptase zunutze, die nicht nur virale RNA-Molekiile, sondern auch
eukaryotische und prokaryotische mRNA in komplementire DNA (cDNA) umschreiben
kann. Durch Verwendung geeigneter Primer bei der reversen Transkription wird die aus den
Listerien isolierte mRNA in dsDNA umgeschrieben, die in einer anschlieBenden PCR-
Reaktion als Template eingesetzt werden kann. Wihlt man fiir die PCR eine geeignete
Verdiinnung der cDNA aus, d.h. eine cDNA-Menge, bei der die PCR-Reaktion nicht gesattigt
ist, so kann man anhand der Stirke der DNA-Bande im Agarosegel Aussagen iiber die Menge
an mRNA-Transkript machen. So ldsst die RT-PCR-Methode eine semiquantitative Analyse
der mRNA-Konzentration zu.

Um Aussagen liber die PrfA-Abhingigkeit der untersuchten Gene machen zu kénnen, wurden
in allen Versuchsansdtzen L. ivanovii ATCC19119 (Typstamm) und die PrfA-Mutante
PDC22 (AprfA), bei der das prf4-Gen deletiert ist (157), parallel untersucht.

Da in LIPI-2 mehrere potentielle Terminatoren (Kap. 5.2.1) identifiziert wurden, sollte mit
der Methode der RT-PCR zusitzlich tiberpriift werden, ob die auf LIPI-2 liegenden Gene
monocistronisch transkribiert werden oder ein polycistronisches Transkript mehrerer Gene
nachweisbar ist.
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5.5.1 Vorversuche

Vor Beginn der RT-PCRs musste eine geeignete Methode gefunden werden, um die RNA der
zu untersuchenden Bakterien reproduzierbar isolieren zu konnen. Zunichst wurde die schon
in der vorangegangenen Diplomarbeit (2) erprobte Isolationsmethode mit heilem Phenol
(200, Kap. 4.1.22) getestet. Es stellte sich heraus, dass diese Methode fiir die Zwecke dieser
Arbeit zu zeitaufwendig war. Deshalb wurde eine neue Isolierungsmethode mit einem RNA-
Isolierungskit getestet (Kap. 4.1.22), die nach dem Protokoll von Dietrich et al. (53)
abgewandelt wurde. Bei dieser Methode wurden die schwer lysierbaren Listerien zunidchst mit
Hilfe von Glaskiigelchen und dem RNA-FastPrep aufgeschlossen und anschlieend eine
RNA-Isolierung mit einem Kit durchgefiihrt. Die zweite Methode erwies sich als geeignet fiir
die nachfolgenden RNA-Isolierungen und RT-PCRs.

Um Aussagen iiber die PrfA-Abhéngigkeit der zu untersuchenden Gene machen zu konnen,
wurden in allen Versuchsansidtzen L. ivanovii ATCC19119 (Typstamm) und die PrfA-
Mutante (L. ivanovii PDC22), bei der das prf4-Gen deletiert ist (157), parallel untersucht.
Deshalb musste ein geeigneter interner Standard gefunden werden, der in beiden L. ivanovii-
Stammen gleich stark und PrfA-unabhidngig exprimiert wird, um spiter vergleichende
Aussagen iiber die Transkriptionsrate machen zu kdnnen.

Hierfiir wurde das sod-Gen als Standardgen fiir alle nachfolgenden RT-PCRs ausgewihlt, da
schon im Laufe der vorangegangenen Diplomarbeit (2) mittels RT-PCR gezeigt werden
konnte, dass dieses Gen unter verschiedenen Bedingungen — sowohl in vitro als auch in vivo —
eine ausreichend starke und konstante, d.h. PrfA-unabhéngige Expression liefert.

Da die Internalingene, vor allem aber viele der neu identifizierten Open Reading Frames unter
den untersuchten Kulturbedingungen jedoch nur sehr schwach exprimiert wurden, mussten
PCR-Bedingungen gefunden werden, unter denen diese schwache Expression nachweisbar,
die RT-PCR des Standardgens sod aber noch nicht geséttigt war.

Aus diesem Grunde wurden mehrere PCRs mit cDNA unterschiedlicher Verdiinnung
durchgefiihrt. In der Praxis zeigte sich aber, dass bei einer niedrigen cDNA-Verdiinnung, bei
der die schwach exprimierten Gene noch mittels RT-PCR detektierbar waren, die Produkte fiir
das Standardgen sod schon zu stark waren und somit geringe Bandenunterschiede auf dem
Agarosegel nicht mehr erkennbar waren.

Deshalb wurde in einem weiteren Ansatz getestet, ob es mdglich war, durch eine Verdiinnung
der sod-Oligonukleotide (d.h. eine geringere Menge an sod-Primern im PCR-Ansatz) eine
noch nicht gesittigte PCR mit dem stark transkribierten sod-Gen zu erhalten.

Wie man in Abb. 5.40 sieht, kann man durch Reduktion der eingesetzten Primermenge in
einen Bereich gelangen, in dem die RT-PCR noch nicht geséttigt ist und somit geringe
Bandenunterschiede noch sichtbar sind. Deshalb wurde in allen weiteren RT-PCRs fiir das
sod-Gen eine geringere Menge an Oligonukleotiden als fiir die restlichen untersuchten Gene
eingesetzt.
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Abb. 5.40: sod-PCR mit unterschiedlichen Primerkonzentrationen

M: Marker (Stratagene)

Spur 1: sod-Primer unverdiinnt (0,250 pg)
Spur 2: sod-Primer 1:2 verdiinnt (0,125 pg)
Spur 3: sod-Primer 1:4 verdiinnt (0,064 pg)
Spur 4: sod-Primer 1:8 verdiinnt (0,032 pg)
Spur 5: sod-Primer 1:16 verdiinnt (0,016 pg)
Spur 6: sod-Primer 1:32 verdiinnt (0,008 pg)

SchlieBlich mussten geeignete Oligonukleotide ausgewidhlt und hinsichtlich Spezifitdt und
Bindungsstéirke optimiert werden. Fiir die hoch homologen Internalingene wurden von G.
Dominguez-Bernal Oligonukleotide zur Verfiigung gestellt, die zuvor schon auf Spezifitit
getestet worden waren. Diese wurden sowohl einzeln als auch paarweise unter verschiedenen
PCR-Bedingungen getestet, um moglichst spezifische Produkte von gleicher Bandenstérke zu
erhalten.

In gleicher Weise wurde mit den Oligonukleotiden verfahren, die fiir die Open Reading
Frames rechts von smcL ausgewidhlt wurden.

Die RT-PCR-Reaktionen wurden nun in folgender Weise durchgefiihrt:

Es wurde zunidchst in vivo- bzw. in vitro-RNA isoliert und davon eine konstante Menge fiir
die reverse Transkription verwendet. Dann wurde die erhaltene ¢cDNA unverdiinnt und in
unterschiedlichen Verdiinnungen (1:5 bis 1:100) in einer PCR-Reaktion eingesetzt und mit
den Primern fiir das Standardgen sod amplifiziert. Anschlieend wurde betrachtet, ab welcher
Verdiinnungsstufe Abschwichungen in der Bandenstéirke auftraten. Dies war notwendig, da
die PCR-Reaktion bei zu grofler cDNA-Menge gesittigt ist und daher keine Riickschliisse auf
die urspriinglich vorhandene mRNA-Menge, d.h. die Transkriptionsstirke, zulédsst. Diese
Verdiinnungsstufe setzte man dann fiir die weiteren PCR-Reaktionen ein. Zusétzlich wurden
Abweichungen der sod-Banden voneinander durch das Einsetzen unterschiedlicher cDNA-
Mengen ausgeglichen.

Um eine Verfdlschung der Ergebnisse durch Reste chromosomaler DNA ausschlieBen zu
konnen, wurde durch PCR mit sod-Primern ohne vorherige reverse Transkription gepriift, ob
die eingesetzte RNA auch tatsdchlich DNA-frei war.
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5.5.2 Nachweis polycistronischer Transkripte der Internalingene

Da G. Dominguez-Bernal in LIPI-2 mehrere potentielle Terminatoren identifizieren konnte
(Kap. 5.2.1, [60]), sollte mit der Methode der RT-PCR iiberpriift werden, ob die auf LIPI-2
liegenden Gene monocistronisch transkribiert werden oder ein polycistronisches Transkript
mehrerer Gene nachweisbar ist.

Aus den Randbereichen der Internalingene wurden Oligonukleotide ausgewdihlt und damit
jeweils der zwischen zwei Internalingenen liegende intergenische Bereich amplifiziert.
Zudem wurde versucht, ein PCR-Produkt iiber die gesamte Linge der moglichen
polycistronischen Transkripte zu erhalten (Abb. 5.41).
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Abb. 5.41: Nachweis polycistronischer Transkripte der Internalingene mittels RT-PCR
Die untersuchten Internalingene sind in Form von blauen Pfeilen dargestellt. Darunter sind
die durchgefiihrten PCRs in Form von Doppelpfeilen angegeben. Fett gedruckte
Doppelpfeile stellen positive PCRs dar, d.h. es ist ein bi- bzw. polycistronisches
Transkript nachweisbar.

Es wurden fiir jede intergenische Region diverse Primerkombinationen getestet. SchlieBlich
konnten mehrere bicistronische Transkripte nachgewiesen werden (Abb. 5.42).

RT-PCR mit cDNA Kontroll-PCR mit chromosomaler DNA
M B2/L L/K B2/K J/I I’'H H/GJ/G F/FE M B2/L J/1 I'H MB2/L L/K B2/KJ/ I'H H/'GJ/GF/E
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Abb. 5.42: Nachweis polycistronischer Transkripte der LIPI-2-Internalingene in L. ivanovii
M: Marker (Gibco BRL)
B2/L, L/K, B2/K: Nachweis auf das polycistronische Transkript i-inlB2/K
J/1, UH, H/G, J/G: Nachweis auf das polycistronische Transkript i-inlJ/G
F/E: Nachweis auf das bicistronische Transkript i-inl/F/E
Die zugehdrigen Primerkombinationen sind in Abb. 5.41 aufgefiihrt.
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Fiir das mdgliche polycistronische Transkript i-in/B2/K konnte sowohl im Bereich i-inlB2/L
als auch i-inlL/K mRNA nachgewiesen werden. Somit konnte fiir die Internalingene i-in/B2/L
und i-inlL/K ein bicistronisches Transkript vorliegen oder die gesamte Region polycistronisch
transkribiert werden. Fiir den gesamten Bereich i-in/B2/K konnte allerdings keine mRNA
nachgewiesen werden, so dass die Frage offen bleibt, ob ein polycistronisches Transkript
existiert.

Ein weiteres potentielles polycistronisches Transkript kdnnte sich fiir i-inlJ/G finden, denn es
konnte eine Transkription der Bereiche i-inlJ/I und i-inll/H gezeigt werden. mRNA der
Region i-in/H/G und des gesamten Bereichs i-inlJ/G ist jedoch nicht nachweisbar. Somit
existieren bicistronische Transkripte fiir die Bereiche i-inlJ/I und i-inll/H - eventuell auch ein
polycistronisches Transkript i-inlJ/H - dagegen ist noch nicht geklirt, ob eine polycistronische
Transkription iiber die gesamte Region i-inlJ/G moglich ist.

Als letzter Bereich wurde i-inlF/E untersucht. Auch hier wurde eine bicistronisch mRNA
detektiert.

Somit konnte mit der Methode der RT-PCR gezeigt werden, dass die Internalingene von LIPI-
2 nicht nur monocistronisch transkribiert werden, sondern zumindest fiir einige Bereiche
bicistronische Transkripte (i-inlB2/L, i-inlL/K, i-inlJ/I, i-inll/H, i-inlF/E) vorliegen. Es ist
jedoch durchaus mdglich, dass fiir die untersuchten Regionen auch polycistronische mRNA
existiert, die aufgrund ihrer Linge von iiber 1,5 kb durch Reverse Transkription eventuell
nicht mehr nachgewiesen werden konnte.

5.5.3 RT-PCR: Vergleich der Transkription verschiedener Gene von L.
ivanovii nach Wachstum bei 20°C und 37°C

Es konnte beim Kooperationspartner in Madrid gezeigt werden, dass bei einem Wachstum
von L. ivanovii bei 37°C im Vergleich zu 20°C die Expression bestimmter Gene induziert
wird, d.h. eine stirkere Transkription dieser Gene zu beobachten ist.

Deshalb sollten die Expression der LIPI-2-Gene sowie der sie flankierenden Open Reading
Frames vergleichend nach Wachstum bei 20°C und 37°C untersucht werden. Es wurden
parallel L. ivanovii ATCC19119 (WT) und die Aprf4A-Mutante L. ivanovii PDC22 (157)
tiberpriift, um Aussagen liber die PrfA-Abhédngigkeit der untersuchten Gene machen zu
konnen.

Zusitzlich wurde die Expression der Virulenzclustergene unter den gleichen Bedingungen
analysiert.

Zunichst wurde das Wachstum der eingesetzten Bakterien bei 20°C und 37°C {iberpriift, um
fiir die RNA-Isolierung eine gleiche Anzahl an Bakterien einsetzen zu konnen. Hierzu wurden
Wachstumskurven bei 20°C und 37°C erstellt (Abb. 5.43, Abb. 5.44) und die Zahl der
lebenden Bakterien zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.
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Bei L. ivanovii ATCC19119 und L. ivanovii PDC22 kann man gleiches Wachstum erkennen
und beide erreichen zu einem éhnlichen Zeitpunkt die stationére Phase. Bei 37°C geschieht
dies nach ca. 300 Minuten, bei 20°C erst nach ca. 750 Minuten.

Wachstumskurven von L. ivanovii WT/PDC22 bei 37°C
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Abb. 5.43: Wachstumskurven von L. ivanovii ATCC19119 (WT) und PDC22 bei 37°C
KE: Mal} der optischen Dichte in Kletteinheiten

Wachstumskurven von L. ivanovii WT/PDC22 bei 20°C
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Abb. 5.44: Wachstumskurven von L. ivanovii ATCC19119 (WT) und PDC22 bei 20°C
KE: MaB fiir die optische Dichte in Kletteinheiten

Fiir die RNA-Isolierungen wurden Bakterien aus der spat-logarithmischen Wachstumsphase
(180 - 190 Klett, entspricht einer optischen Dichte von 1,0 bei 600 nm) eingesetzt. Zu diesem
Zeitpunkt wurde zunéchst die Zellzahl der Bakterien bestimmt. So wurde sichergestellt, dass
unter verschiedenen Bedingungen gleiche Mengen an Bakterien fiir die RNA-Isolierung
einsetzt wurden.
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Expression der LIPI-2-Internalingene bei 20°C und 37°C

Es wurden alle LIPI-2-Internalingene, d.h. die Gene der acht kleinen und zwei grofen
Internaline, mittels RT-PCR untersucht (Abb. 5.45). Zusétzlich wurde die Expression der
beiden an anderer Stelle im L. ivanovii-Genom liegenden Gene fiir die kleinen Internaline i-
inlC und i-inlD analysiert (Abb. 5.46).

Um reproduzierbare Aussagen iiber die Transkription der untersuchten Gene machen zu
konnen, wurde die RNA in fiinf voneinander unabhingigen Ansitzen isoliert und in cDNA
umgeschrieben.

Fiir die Untersuchung der Internalingene zeigte sich eine cDNA-Verdiinnung von 1:10 am
geeignetsten, da bei dieser cDNA-Menge schwach exprimierte Gene (vor allem in der Aprf4-
Mutante) noch nachweisbar waren. Die Oligonukleotide fiir das Standardgen sod wurden 1:5
verdiinnt, d.h. in einer Menge von 0,05 pg eingesetzt (vgl. Abb. 5.40).

Betrachtet man das Gen fiir das grofle Internalin i-in/B2, so kann man einen deutlichen
Expressionsunterschied bei Vergleich der beiden untersuchten Temperaturen feststellen.
Sowohl in der Aprf4-Mutante (L. ivanovii PDC22) als auch im Wildtyp wird i-inlB2 bei 37°C
deutlich stirker transkribiert als bei 20°C. Einen deutlichen Expressionsunterschied zwischen
der Deletionsmutante und dem Wildtyp kann man jedoch nicht feststellen. In beiden L.
ivanovii-Stimmen wird i-in/B2 bei 20°C bzw. 37°C nahezu gleich stark transkribiert.

Fir die Gene der kleinen Internaline i-inlL und i-inlK erhdlt man ein dhnliches
Expressionsmuster wie fiir i-in/B2. Man sieht fiir L. ivanovii WT und AprfA4 einen klaren
Transkriptionsunterschied bei den beiden Wachstumstemperaturen. Bei beiden ist deutlich
mehr mRNA nach Wachstum bei 37°C als bei 20°C zu detektieren. Und auch hier findet man
keinen signifikanten Expressionsunterschied zwischen der Deletionsmutante und dem
Wildtyp.

Interessant ist, dass die drei Gene i-in/B2, i-inlL und i-inIlK moglicherweise polycistronisch
transkribiert werden (Kap. 5.5.2). Dass sie ein identisches Transkriptionsmuster aufweisen,
konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass eine mRNA {iber den gesamten Bereich i-in/B2-
i-inlK existiert.

Fiir das zweite grof3e Internalingen i-inlB — das einzige Internalingen ohne PrfA-Box — sieht
man ein abweichendes Expressionsmuster. So findet in der Aprf4-Mutante nur eine schwache
Transkription des i-inlB-Gens statt und es ldsst sich nur ein geringer Expressionsunterschied
zwischen 20°C und 37°C erkennen. Beim Wildtyp dagegen erhédlt man deutlich
unterschiedliche mRNA-Mengen. So wird i-in/B bei 20°C genauso schwach wie in der
Deletionsmutante transkribiert, bei 37°C aber erfolgt eine wesentlich stirkere Expression
dieses Gens.

Die Gene der kleinen Internaline i-inlJ, i-inll, i-inlH und i-inlG werden moglicherweise auch
polycistronisch transkribiert (Kap. 5.5.2). Auch hier findet man ein &hnliches
Expressionsmuster. Alle vier Gene werden in der prf4-Mutante schwicher exprimiert als im
Wildtyp und man kann in der Mutante keinen Unterschied in den mRNA-Mengen bei den
beiden Wachstumstemperaturen 20°C und 37°C erkennen. Im Gegensatz dazu werden die vier
Internalingene 1im  Wildtyp stirker exprimiert und es ist ein signifikanter
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Transkriptionsunterschied zwischen 20°C und 37°C zu erkennen. Nach Wachstum bei 37°C
werden i-inlJ, i-inll, i-inlH und i-inlG stirker exprimiert als bei 20°C.

Auffillig ist zudem i-inlH, das insgesamt eine viel schwéchere Transkription als die anderen
Internalingene zeigt. Selbst im Wildtyp ist bei 20°C kaum mRNA detektierbar und nur bei
37°C erfolgt eine leicht erhohte Expression.

i-inlB2 i-inlL i-inlK

e
S

A20 < A37 WT20<WT37 K A20 < A37 WT20<WT37 _—IZ‘I A20 < A37 WT20<WT37 K
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A20< A37 WT20<WT37 K

i-inlJ i-inll i-inlH
- v, ,.%
A20= A37 WT20<WT37 K A20= A37 WT20<WT37 K A20= A37 WT20<WT37 K
i-inlG

S e we— -
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i-inlF i-inlE

- — : - e— ” .

A20> A37 WT20<WT37 K A20> A37 WT20>WT37 K

sod

A20=A37 WT20=WT37 K

Abb. 5.45: Expression der LIPI-2-Internaline bei 20°C und 37°C
A: L. ivanovii PDC22, prf4-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA von L. ivanovii ATCC19119
20, 37: Wachstumstemperatur der Listerien bei 20°C bzw. 37°C
<, > deutlicher Expressionsunterschied; <, > geringe Abweichung in der Starke der Transkription
= gleich starke Expression
<, < Transkription bei 20°C schwiécher als bei 37°C; >, > Expression bei 20°C stérker als bei 37°C
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Allerdings ist zu erwdhnen, dass die fiir i-in/H eingesetzten Oligonukleotide zum Teil auch
mit der Kontrolle mit chromosomaler DNA nur schwache Banden in der RT-PCR ergaben
und diese Auffilligkeit bei i-in/H somit auch auf schlechtere Bindung der Oligonukleotide
zuriickzufiihren sein konnte.

Das Expressionsmuster der restlichen LIPI-2-Internalingene i-inl/F und i-inlE weicht
allerdings von den bisher beschriebenen ab. So findet man bei beiden in der Aprf4-Mutante
eine erhohte Transkription bei 20°C im Vergleich zu 37°C. L. ivanovii WT verhilt sich jedoch
bei i-inlF wie die restlichen Internalingene. Die Expression ist deutlich stirker als bei der
Deletionsmutante und man erhélt mehr mRNA bei 37°C als bei 20°C.

i-inlE wird sowohl in der Deletionsmutante als auch im Wildtyp stark transkribiert, zeigt im
Wildtyp aber interessanterweise bei 20°C Wachstum eine stirkere Expression als bei 37°C.
Zudem findet sich nicht nur eine Bande auf dem Agarosegel, sondern es taucht wiederholt
eine zweite, kleinere Bande auf, die in der Kontrolle mit chromosomaler DNA fehlt (Abb.
5.45). Diese kleinere Bande weist das gleiche Expressionsmuster auf wie i-inlE, so dass es
sich vermutlich in beiden Féllen um die gleiche mRNA handelt.

In der sich an die RNA-Isolierung anschlieBenden cDNA-Synthese konnten aufgrund
unvollstindig zerstorter Sekundérstruktur der i-inl/E-mRNA zwei cDNAs entstanden sein, die
anschlieBend in der RT-PCR mit der gleichen eingesetzten Primerkombination nachgewiesen
wurden. Dies wire eine mogliche Erklarung fiir das Auftreten von zwei PCR-Produkten fiir
das kleine Internalingen i-in/E.

Das Standardgen sod zeigt wie zu erwarten eine gleich starke Expression in der
Deletionsmutante und im Wildtyp. AuBlerdem wird es Temperatur-unabhingig transkribiert,
da keine unterschiedlichen mRNA-Mengen bei 20°C und 37°C erkennbar sind.

Betrachtet man die Expression der Internalingene, so findet man fiir die meisten Gene ein
dhnliches Expressionsmuster (Abb. 5.45, Tab. 5.16).

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
20°C —37°C 20°C —37°C AprfA - WT
<

i-inlB2
i-inlL
i-inlK
i-inlB
i-inlJ
i-inll
i-inlH
i-inlG
i-inlF
i-inlE
sod

IHIAIATATA

Il
HIVINIAIA[AN[AIA]IATA
HIAIANLIATA[A[AAIATA A

VIV

Tab. 5.16: Transkription der LIPI-2-Internaline bei 20°C und 37°C
= gleich starke Expression
<, < Transkription bei 20°C bzw. Aprf4 schwicher als bei 37°C bzw. WT
>, > Expression bei 20°C bzw. AprfA stirker als bei 37°C bzw. WT

Alle Internalingene werden in L. ivanovii Wildtyp stirker exprimiert als in der Aprf4-
Mutante. Bis auf i-inlE zeigen sie zudem im Wildtyp eine hohere Transkriptionsrate nach
Wachstum bei 37°C verglichen mit 20°C. Nur fiir i-inlE erhélt man bei 20°C mehr mRNA als
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bei 37°C. In der Deletionsmutante siecht man bei i-in/B2, i-inlL, i-inlK und i-inlB verstiarkte
Expression bei 37°C, bei i-inlJ, i-inll, i-inlH und i-inlG gleich starke Transkription dieser
Gene bei 20°C und 37°C. Im Gegensatz dazu findet man bei i-in/F und i-inl/E eine erhohte
Expression bei 20°C.

Auftillig ist zudem, dass sich die Expressionsmuster derjenigen Internalingene dhneln, die
moglicherweise polycistronisch transkribiert werden (Kap. 5.5.2). So zeigen i-inlB2, i-inlL
und i-inlK, sowie i-inlJ, i-inll, i-inlH und i-inlG jeweils ein gleiches Bild bei der
Transkription.

Zusitzlich zu den LIPI-2-Internalingenen wurde die Expression der beiden kleinen
Internalingene i-inl/C und i-inlD untersucht (Abb. 5.46, Tab. 5.17). Diese beiden Gene liegen
an anderer Stelle im L. ivanovii-Genom, sind aber auch hoch homolog zu den LIPI-2-
Internalinen und besitzen zudem auch beide eine PrfA-Box (Kap. 5.5.2, Tab. 5.7).

i-inlC i-inlD
A20= A37 WT20<WT37 K A20 < A37 WT20<WT37 K
sod

A20=A37 WT20=WT37 K

Abb. 5.46: Transkription der kleinen Internaline i-inlC und i-inID bei 20°C und 37°C
A: L. ivanovii PDC22, prfA-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA von L. ivanovii ATCC19119
20, 37: Wachstumstemperatur der Listerien bei 20°C bzw. 37°C
= gleich starke Expression; < Transkription bei 20°C schwicher als bei 37°C

Sowohl i-inlC als auch i-inID werden in der prf4-Deletionsmutante schwicher transkribiert
als in L. ivanovii Wildtyp. Bei i-inlC kann man in der Mutante keine Temperaturabhéngigkeit
erkennen, bei i-in/D findet man eine stirkere Expression nach Wachstum bei 37°C. Auch im
Wildtyp werden i-in/C und i-inID bei 37°C stirker transkribiert, wobei der
Expressionsunterschied bei i-inl/D viel deutlicher ausfillt als bei i-inlC.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
20°C —37°C 20°C —37°C Aprfd - WT

i-inlC = < <

i-inlD < < <

sod = = =

Tab. 5.17: Expression der kleinen Internaline i-inlC und i-inID bei 20°C und 37°C
= gleich starke Expression
< Transkription bei 20°C bzw. Aprf4 schwicher als bei 37°C bzw. WT
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Transkription der zu LIPI-2 benachbarten ORFs bei 20°C und 37°C

Als néchstes wurde die Expression der Open Reading Frames (ORFs) untersucht, die
benachbart zur Pathogenitdtsinsel LIPI-2 liegen. Diese zdhlen auler ORF3 nicht mehr zu
LIPI-2, wurden aber in der Mutante GD-3 von L. ivanovii von ydel bis norA spontan deletiert.
Deshalb ist es interessant herauszufinden, ob man ein den kleinen Internalinen dhnliches
Expressionsmuster nachweisen kann. In nachfolgender Abbildung (Abb. 5.47) ist die
Transkription der zu LIPI-2 benachbarten ORFs nach Wachstum bei 20°C und 37°C zu sehen.
Es wurden wie schon bei den kleinen Internalinen L. ivanovii ATCC19119 und die prf4-
Mutante L. ivanovii AprfA (L. ivanovii PDC22) untersucht. Die cDNA wurde wieder 1:10 und
die sod-Oligonukleotide 1:5 verdiinnt.

Betrachtet man das Gen ysnB, das LIPI-2 auf der linken Seite flankiert, so erhédlt man eine
relativ konstante Expression. Nur bei der Aprf4-Mutante kann man eine etwas schwichere
Transkription bei 20°C feststellen. Ansonsten wird ysnB gleich stark exprimiert, d.h. sowohl
in der Deletionsmutante als auch im Wildtyp liegen gleiche Mengen an mRNA vor. Zudem
kann in L. ivanovii WT fir die beiden untersuchten Wachstumstemperaturen kein
Transkriptionsunterschied festgestellt werden.

Auch bei ORF3 — einem Bestandteil von LIPI-2 — sind keine groBen Expressionsunterschiede
zu sehen. ORF3 wird insgesamt nur sehr schwach transkribiert und es liegen gleiche Mengen
an mRNA bei Wildtyp und Deletionsmutante vor. Nur bei L. ivanovii WT kann man eine
leicht erhdhte Expression des ORF3-Gens bei 37°C im Vergleich zu 20°C erkennen.

Das ydel-Gen flankiert LIPI-2 auf der rechten Seite und zeigt ebenso kaum
Transkriptionsunterschiede zwischen L. ivanovii und AprfA4. Bei der Deletionsmutante findet
man eine leicht erhdhte, beim Wildtyp eine leicht verminderte Expression bei 37°C
verglichen mit 20°C.

Betrachtet man ORFS5, so sind keine Transkriptionsunterschiede feststellbar.

Ahnliches gilt auch fiir ORF6, bei dem nur die Expression in der AprfA-Mutante bei 20°C
etwas schwicher ausfallt.

Auch bei ORF7 findet man keine signifikanten Unterschiede in den mRNA-Mengen. Dieses
Gen wird zudem édhnlich wie ORF3 nur sehr schwach transkribiert.

Das Gen fiir die RNA-Helicase rnaH wird im Gegensatz zu ORF3 und ORF7 in L. ivanovii
WT und Aprf4 stark exprimiert. Doch auch dieses Gen =zeigt keine auffilligen
Transkriptionsunterschiede.

Ebenso erhidlt man bei ORF8 ecine starke Expression, die im Wildtyp und der
Deletionsmutante bei beiden untersuchten Temperaturen gleich ist.

Fiir die sich an ORFS8 anschlieenden Open Reading Frames ORF9, ORF9A und ORF9B
kann man nur eine schwache Transkription mittels RT-PCR detektieren. Bei ORF9 und
ORFIB finden sich keine Expressionsunterschiede. ORF9A aber wird sowohl in der prf4-
Mutante als auch in L. ivanovii WT bei 37°C stérker transkribiert als bei 20°C.

ORF9C wiederum zeigt eine starke Expression und auch hier ist die Transkription in der
Deletionsmutante und im Wildtyp bei 37°C leicht erhoht.

Bei ORF10 und dem Gen fiir eine mogliche Antibiotikum-Resistenz norA erhilt man eine
entgegengesetzte Temperaturabhdngigkeit. Sowohl in L. ivanovii WT als auch der AprfA-
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Mutante ist eine erhohte Expression nach Wachstum bei 20°C zu sehen. ORF10 wird jedoch
nur schwach, nor4 wesentlich stirker transkribiert.

ORF11 schlieBlich besitzt als einziges der neu identifizierten Open Reading Frames eine
mogliche PrfA-Box. Doch die Expression unterscheidet sich wie bei allen anderen ORFs
nicht bei Wildtyp und prf4-Mutante. Man kann nur eine Temperaturabhidngigkeit beider L.
ivanovii-Stimme feststellen. Beide lassen eine verstérkte Transkription bei 37°C erkennen.

ysnB ORF3 del

e - | o . e GED

A20< A37 WT20=WT37 K A20= A37 WT20<WT37 K A20< A37 WT20>WT37 K

ORF5S ORF6 ORF7

A20=A37 WT20=WT37 K A20 < A37 WT20=WT37 K A20 < A37 WT20=WT37 K

rnaH ORF8 ORF9

A20< A37 WT20=WT37 K A20 = A37 WT20=WT37 K A20= A37 WT20=WT37 K

ORF9B ORF9C

ORF

e ] - — -

A20 < A37 WT20<WT37 K A20= A37 WT20=WT37 K A20< A37 WT20<WT37 K

ORF10 norA ORF11

A20> A37 WT20>WT37 K A20> A37 WT20>WT37 K A20< A37 WT20<WT37 K
sod

A20= A37 WT20=WT37 K

Abb. 5.47: Expression der zu LIPI-2 benachbarten ORFs bei 20°C und 37°C
A: L. ivanovii PDC22, prf4-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA von L. ivanovii ATCC19119
20, 37: Wachstumstemperatur der Listerien bei 20°C bzw. 37°C
<, > deutlicher Expressionsunterschied; <, > geringe Abweichung in der Stdrke der Transkription
= gleich starke Expression
<, < Transkription bei 20°C schwécher als bei 37°C; >, > Expression bei 20°C stérker als bei 37°C
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Zusammenfassend kann man sagen, dass bei den untersuchten Open Reading Frames
wesentlich geringere temperaturabhingige Expressionsunterschiede auftreten als bei den
zuvor untersuchten Internalingenen (Abb. 5.47, Tab. 5.18). Zudem ist kein Unterschied
zwischen der prf4-Deletionsmutante und dem Wildtyp feststellbar. Bei beiden findet man
gleiche Mengen an mRNA, d.h. die Gene werden in Ab- oder Anwesenheit von PrfA gleich
stark transkribiert. Aulerdem werden die meisten der ORFs nur schwach exprimiert. So war
es z.B. fiir ORF3 oder ORF7 erst nach mehreren Ansdtzen moglich, die Transkription dieser
Gene iiberhaupt nachzuweisen.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
20°C — 37°C 20°C — 37°C AprfA - WT

ysnB
ORF3
ydel
ORF5
ORF6
ORF7
rnaH
ORF8
ORF9
ORF9A
ORF9B
ORF9C
ORF10
norA
ORF11
sod

VAL

IHPAPATA[IE[IA] I ]IA
|
Il

APV VAL AN
APV VAL [Af N
Il

Tab. 5.18: Transkription der zu LIPI-2 benachbarten ORFs bei 20°C und 37°C
= gleich starke Expression
<, < Transkription bei 20°C bzw. Aprf4 schwicher als bei 37°C bzw. WT
>, > Expression bei 20°C bzw. AprfA stirker als bei 37°C bzw. WT

Expression der Virulenzclustergene bei 20°C und 37°C

Da bei den Virulenzclustergenen schon bekannt ist, dass diese PrfA-abhingig exprimiert
werden (37, 184), wurden diese zusitzlich zu den Internalingenen und Open Reading Frames
auch mittels RT-PCR untersucht (Abb. 5.48). So sollte sichergestellt werden, dass die
Methode der RT-PCR und die eingesetzten Listeria-Stimme geeignet sind zum Nachweis der
PrfA-abhingigen Genexpression.

Zudem sollte die Expression der Virulenzclustergene unter verschiedenen
Wachstumstemperaturen (20°C bzw. 37°C) untersucht werden, um eine mdgliche
temperaturabhédngige Transkription der Virulenzgene detektieren zu kdnnen.

Es wurde wiederum eine cDNA-Verdinnung von 1:10 eingesetzt und die sod-
Oligonukleotide in einer Menge von 0,05ug verwendet.
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prf4 pleA ilo
A20V A37 WT20<WT37 K A20 < A37 WT20<WT37 frK A20> A37 WT20-; WT37 K.
mpl actA plcB
- o= L -
A20= A37 WT20< WT37 ) A20= A37 WT20<WT37 K A20= A37 WT20< WT37 : K
sod

e e -

A20 = A37 WT20=WT37 K

Abb. 5.48: Transkription der Virulenzclustergene bei 20°C und 37°C
A: L. ivanovii PDC22, prf4-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA von L. ivanovii ATCC19119
20, 37: Wachstumstemperatur der Listerien bei 20°C bzw. 37°C
<, > deutlicher Expressionsunterschied; <, > geringe Abweichung in der Stérke der Transkription
= gleich starke Expression; V: keine Expression detektierbar
<, < Transkription bei 20°C schwicher als bei 37°C; >, > Expression bei 20°C stérker als bei 37°C

Betrachtet man die Expression von prf4, so kann man feststellen, dass prf4 in der
Deletionsmutante L. ivanovii AprfA (L. ivanovii PDC22) nicht transkribiert wird. Dies ist auch
zu erwarten, da die fiir die RT-PCR eingesetzten Oligonukleotide innerhalb der deletierten
Region von prfA4 liegen. Im Gegensatz dazu kann man im Wildtyp (L. ivanovii ATCC19119)
eine starke Expression von prf4 detektieren, die bei einer Wachstumstemperatur von 20°C
geringer als bei der von 37°C ausfillt.

Das Gen plcA wird sowohl in L. ivanovii AprfA als auch im Wildtyp exprimiert, bei der
Deletionsmutante jedoch deutlich schwécher als beim Wildtyp. Zudem kann man bei beiden
eine Temperaturabhingigkeit der Transkription feststellen, denn bei 20°C erhélt man bei
Mutante und Wildtyp weniger Transkript als bei 37°C.

Im Gegensatz zu plcA sieht man bei dem Hamolysingen ilo eine entgegengesetzte
Temperaturabhingigkeit bei der prf4-Mutante. Man kann eine leicht erhohte Transkription
bei 20°C im Vergleich zu 37°C erkennen. Die Expression von ilo bei L. ivanovii WT verhélt
sich wie die der schon beschriebenen Gene prf4 und plcA. Man kann bei 37°C eine stdrkere
Expression als bei 20°C Wachstumstemperatur beobachten. Zudem zeigt sich auch hier eine
stiarkere Transkription von ilo bei L. ivanovii WT im Vergleich zu L. ivanovii AprfA.

Das Gen mpl wird sowohl in der prf4-Mutante als auch im Wildtyp exprimiert, bei L. ivanovii
AprfA4 allerdings deutlich schwécher als beim Wildtyp. Zudem kann bei der Deletionsmutante
kein Unterschied in der Expression bei den beiden untersuchten Wachstumstemperaturen
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wird mp/ in L. ivanovii WT bei 37°C stirker
transkribiert als bei 20°C.
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Bei actA ist ein mit mpl vergleichbares Expressionsmuster zu erkennen. Das Gen act4 wird in
der prfA-Mutante schwécher als im Wildtyp transkribiert und zeigt keinen Unterschied in der
Expression bei 20°C verglichen mit 37°C. In L. ivanovii WT erfolgt eine deutlich stirkere
Transkription des act4A-Gens, das wiederum bei 37°C mehr Transkript als bei 20°C aufweist.
Auch die Transkription von plcB dhnelt der von mpl und actA. Man findet eine schwichere
Expression des Gens bei der Deletionsmutante verglichen mit dem Wildtyp. Zugleich ist kein
Unterschied in der Transkriptstirke bei 20°C und 37°C feststellbar. Im Gegensatz dazu wird
pleB in L. ivanovii WT stirker exprimiert und zeigt mehr Transkript bei 37°C als bei 20°C
Wachstumstemperatur.

Das sod-Gen diente wieder als Standardgen und weist eine gleich starke Transkription bei der
prfA-Deletionsmutante und bei L. ivanovii WT auf. Zudem kann kein Expressionsunterschied
bei unterschiedlichen Wachstumstemperaturen festgestellt werden.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass alle Gene des PrfA-abhéngigen Virulenzgenclusters
in L. ivanovii AprfA deutlich schwécher bzw. gar nicht (prf4) exprimiert werden als in L.
ivanovii WT (Abb. 5.48, Tab. 5.19). Zudem kann man bei L. ivanovii WT bei allen Genen
erkennen, dass bei 37°C eine stirkere Transkription als bei 20°C stattfindet. Bei der prf4-
Mutante ist dies nicht zu beobachten. Nur bei plcA findet man eine stirkere Expression bei
37°C, bei allen anderen Genen (mpl, actA, plcB) ist die Transkription bei 20°C und 37°C
gleich stark bzw. bei ilo bei 20°C sogar stirker als bei 37°C.

Gen | L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
20°C —37°C 20°C —37°C Aprf4 - WT

prfA v < <

plcA < < <

ilo > < <

mpl = < <

actA = < <

plcB = < <

sod = = =

Tab. 5.19:Expression der Virulenzclustergene bei 20°C und 37°C
= gleich starke Expression; V keine Expression detektierbar
<, < Transkription bei 20°C bzw. Aprf4 schwicher als bei 37°C bzw. WT
>, > Expression bei 20°C bzw. AprfA4 stérker als bei 37°C bzw. WT
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Zusitzlich zu den PrfA-abhingigen Genen des Virulenzgenclusters wurde die Expression der
Gene iap und smcL in L. ivanovii WT und AprfA4 untersucht. Auch hier wurden die beiden
Wachstumstemperaturen 20°C und 37°C miteinander verglichen und sod als Standardgen
verwendet (Abb. 5.49, Tab. 5.20).

iap smcL

A20= A37 WT20=WT37 K A20 < A37 WT20<WT37 K

sod

A20= A37 WT20=WT37 K

Abb. 5.49: Expression von iap und smcL bei 20°C und 37°C

A: L. ivanovii PDC22, prf4A-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA von L. ivanovii ATCC19119

20, 37: Wachstumstemperatur der Listerien bei 20°C bzw. 37°C

= gleich starke Expression; < Transkription bei 20°C schwicher als bei 37°C

Betrachtet man das PrfA-unabhéngige Gen iap, so kann man ein dhnliches Expressionsmuster
wie bei dem Standardgen sod erkennen. Auch iap wird in der prfA-Mutante und im Wildtyp
gleich stark transkribiert und weist keinen Expressionsunterschied bei verschiedenen
Wachstumstemperaturen auf.

Das fiir die Sphingomyelinase codierende Gen smcL zeigt einen deutlichen
Expressionsunterschied bei 20°C bzw. 37°C. Sowohl bei L. ivanovii AprfA als auch bei L.
ivanovii WT wird smcL bei 37°C eindeutig stirker exprimiert als bei 20°C. Auffallend ist,
dass man keinen Unterschied in Bezug auf Transkriptionsstirke bei Deletionsmutante und
Wildtyp feststellen kann. Die Transkriptmengen bei 20°C bzw. 37°C sind bei L. ivanovii
Aprf4A und WT jeweils gleich groB.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
20°C —37°C 20°C —37°C AprfA - WT

iap = = =

smcL < < =

sod = = =

Tab. 5.20: Transkription von iap und smcL bei 20°C und 37°C
= gleich starke Expression
< Transkription bei 20°C bzw. Aprf4 schwicher als bei 37°C bzw. WT
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5.5.4 RT-PCR: Vergleich der Expression diverser Gene von L. ivanovii
nach Kultur in Minimal- und Vollmedium

Es konnte schon frither gezeigt werden, dass strikt PrfA-abhédngige Gene von L.
monocytogenes bei einem Uberfiihren der Bakterienkultur von Bakterienvollmedium (BHI) in
das Zellkulturmedium "Minimum Essential Medium" (MEM) transkriptionell hochreguliert
werden (15, 16, 67, 250). In MEM findet trotz eigentlich gutem Nihrstoffangebot kaum
Vermehrung von L. monocytogenes statt. Die Ursachen hierfiir sind unbekannt.

Auch bei L. ivanovii kann Wachstum in MEM zu einer Induktion PrfA-abhingiger
Gentranskription flihren. Zu den PrfA-kontrollierten Genen zdhlen neben den schon von L.
monocytogenes bekannten Virulenzclustergenen eine Reihe kleiner, sekretierter Internaline (i-
InlC, i-InID, i-InlE und i-InlF). Unter PrfA-induzierenden Bedingungen kommt es bei den
Internalingenen i-in/F und i-inlD aufgrund ihrer abweichenden PrfA-Bindungsstellen nur zu
einer schwachen Expression, i-in/E und i-inlC werden jedoch stark transkribiert (59, 67, 68,
69).

Deshalb sollte tliberpriift werden, ob die neu identifizierten LIPI-2-Internalingene, die mit
Ausnahme von i-inlB alle eine PrfA-Box besitzen, nach einem sog. "MEM-Shift" eine erh6hte
Expression zeigen. Hierzu wurden die Bakterien nach Wachstum im Vollmedium BHI in der
logarithmischen Wachstumsphase in Zellkulturmedium (MEM) iiberfiihrt und fiir 30 Minuten
unter 5% CO, inkubiert. Diese Bedingungen sollten das intrazellulire Milieu wihrend einer
Infektion simulieren und fiihren bei PrfA-abhingigen Genen zu einer Induktion der
Transkription.

Neben den Internalingenen wurden wie in Kap. 5.5.3 auch die benachbarten Open Reading
Frames sowie die Gene des Virulenzgenclusters untersucht.

Es wurden wieder L. ivanovii ATCC19119 und die Aprf4A-Mutante L. ivanovii PDC22
miteinander verglichen.

Expression der LIPI-2-Internalingene mit und ohne '""MEM-Shift"

Neben den Genen fiir die LIPI-2-Internaline (Abb. 5.50) wurden zusitzlich wieder die
Internalingene i-in/C und i-in/D untersucht (Abb. 5.51).

Um reproduzierbare Aussagen iiber die Expression der untersuchten Gene machen zu konnen,
wurde die RNA in drei voneinander unabhingigen Ansétzen isoliert und in cDNA
umgeschrieben.

Fiir die Untersuchung der Internalingene wurde die cDNA wiederum 1:10 und die sod-
Oligonukleotide 1:5 verdiinnt.

Beim Gen fiir das grof3e Internalin i-inlB2 kann man bei L. ivanovii Wildtyp eine Induktion
der Genexpression nach "MEM-Shift" (+MEM) erkennen und sieht auf dem Agarosegel
deutlich mehr mRNA. Bei der Aprf4-Mutante zeigt sich ein entgegengesetztes Bild. Die
Transkription ist im Vergleich zum Wildtyp deutlich geringer, allerdings erhdlt man ohne
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"MEM-Shift" (-MEM), d.h. nach Wachstum im Vollmedium BHI eine stirkere
Genexpression als nach Uberfiihren der Listerien in das Zellkulturmedium MEM.

Gleiches gilt fiir i-inlL, bei dem in der Deletionsmutante nur eine sehr schwache
Transkription nachgewiesen werden kann. Ebenso ist die Expression bei L. ivanovii AprfA
nach Wachstum im Vollmedium BHI gegeniiber MEM leicht erhoht. Beim Wildtyp findet
man dagegen eine starke Transkription und kann wieder die induzierende Wirkung des
"MEM-Shifts" erkennen. Nach Wachstum des Wildtyps in MEM ist eine erhohte
Genexpression sichtbar.

Die Gene i-inlK und i-inlB zeigen &hnliche Transkriptionsmuster. Bei beiden findet nur eine
geringe Expression in der Deletionsmutante statt, die nach Wachstum in BHI gegeniiber
MEM leicht erhoht ist. In L. ivanovii erhdlt man eine starke Transkription der Gene sowohl
mit als auch ohne "MEM-Shift" und kann keinen Unterschied bzw. keine induzierende
Wirkung durch das Zellkulturmedium erkennen.

Mit i-inlJ wiederum verhilt es sich bei der Expression wie fiir die schon beschriebenen Gene
i-inlB2 und i-inlL. In der AprfA-Mutante findet man eine schwache Transkription dieses Gens,
die ohne "MEM-Shift" leicht erhoht ist. Im Gegensatz dazu wird i-inlJ in L. ivanovii WT
starker exprimiert und zeigt eine grolere Menge an mRNA nach Wachstum im
Zellkulturmedium MEM.

Beim Gen fiir das kleine Internalin i-inlI konnte in der AprfA-Mutante keine Transkription
dieses Gens gezeigt werden. Selbst nach mehrmaligem Wiederholen der RT-PCRs und
Einsatz unterschiedlicher cDNA-Mengen in der PCR bzw. RNA-Mengen in der reversen
Transkription konnte keine mRNA nachgewiesen werden. Somit sind moglicherweise nur
sehr geringe mRNA-Mengen vorhanden, die mit der hier angewendeten Methode nicht mehr
detektierbar sind.

Im Gegensatz dazu findet man fiir i-inll in L. ivanovii WT eine starke Expression. Allerdings
ist keine induzierende Wirkung durch "MEM-Shift" sichtbar und man erhilt stattdessen eine
stairkere Transkription nach Wachstum im Vollmedium BHI verglichen mit dem
Zellkulturmedium MEM.

Bei den Genen fiir i-inlH und i-inlG sieht man ein dhnliches Transkriptionsmuster. Beide
werden sowohl in der Deletionsmutante als auch im Wildtyp nur sehr schwach exprimiert. In
der Aprf4A-Mutante findet man keinen Unterschied nach Wachstum mit bzw. ohne "MEM-
Shift", in L. ivanovii WT ist die Transkription nach Wachstum im Zellkulturmedium MEM
leicht verringert.

Auch fiir i-inlF kann man kaum mRNA in der Aprf4-Mutante detektieren. In L. ivanovii WT
jedoch findet eine starke Expression des Gens statt. Zudem ist die induzierende Wirkung des
Zellkulturmediums deutlich sichtbar anhand der grofleren Menge an mRNA nach Wachstum
der Bakterien in MEM.

Beim Gen fiir das kleine Internalin i-inlE ist die Induktion der Genexpression nach "MEM-
Shift" noch deutlicher sichtbar. Selbst in der prf4-Mutante kann man eine starke
Transkription des Gens erkennen, die nach Wachstum in MEM noch erhéht wird. Auch im
Wildtyp kommt es nach "MEM-Shift" zu vermehrter mRNA-Bildung.

Interessanterweise finden sich wie schon bei der Untersuchung verschiedener
Wachstumstemperaturen (Kap. 5.5.3) zwei Banden fiir das i-in/E-Gen. Auch diese Bande
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zeigt das gleiche Expressionsmuster auf wie i-in/E und ist somit vermutlich kein
unspezifisches PCR-Produkt.

Fiir das Standardgen sod sieht man wie auch schon in den vorangegangenen Versuchen keine
Unterschiede in der Transkription. Es wird in beiden L. ivanovii-Stimmen sowohl im
Vollmedium BHI als auch im Zellkulturmedium MEM gleich stark exprimiert.

i-inlB2 i-inlL i-inlK
- eum — G - e—
sl T e
A+ < A~ WT+> WT- A+ < A- WT+> WT- A+ < A- WT+= WT-
i-inlB
e —

A < A WT+= WT-

i-inlJ i-inll i-inlH
E CE™ — — o -
A < A WT+> WT- A+ V A- WT+< WT- A+ = . A- .i).\./.T-*- <. WT-
i-inlG
b i ]

A = A WT+< WT-

i-inlF i-inlE

e e
e e
At = A- WT+> WT- A+ > A- WT+> WT-

sod

A+ = A~ WT+= WT- K

Abb. 5.50: Transkription der LIPI-2-Internaline mit und ohne "MEM-Shift"
A: L. ivanovii PDC22, prfA-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA L. ivanovii ATCC19119
+ Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM, d.h. nach "MEM-Shift"
- Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI, d.h. ohne "MEM-Shift"
<, > deutlicher Expressionsunterschied; <, > geringe Abweichung in der Starke der Transkription
= gleich starke Expression; V: keine Expression detektierbar
<, < Transkription in MEM schwicher als in BHI; >, > Expression in MEM stérker als in BHI
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Zusammenfassend lésst sich sagen, dass bei allen untersuchten LIPI-2-Internalingenen bei L.
ivanovii AprfA nur eine schwache Genexpression stattfindet (Tab. 5.21) und es nach "MEM-
Shift" dieser Bakterien vielmehr zu einer Repression als Induktion der Transkription im
Zellkulturmedium kommt. Einzige Ausnahme ist i-in/E, das auch in der Deletionsmutante
stark und nach "MEM-Shift" verstérkt transkribiert wird.

In L. ivanovii Wildtyp findet eine stirkere Expression statt. Zudem kann man bei einigen
Genen (i-inlB2, i-inlL, i-inlJ, i-inlFF und i-inlE) die induzierende Wirkung des
Zellkulturmediums auf die Transkription erkennen.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
+MEM /-MEM | +MEM /-MEM Aprfd - WT
i-inlB2 < >
i-inlL >
i-inlK
i-inlB
i-inlJ
i-inll

i-inlH
i-inlG
i-inlF
i-inlE
sod =

IH<TIAN|IAIALA

VIVIIN|IANIALY
AA[AIATAIAIAIANLIALTA

\Y

Tab. 5.21: Expression der LIPI-2-Internaline mit und ohne "MEM-Shift"
+MEM: Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM (mit "MEM-Shift")
-MEM: Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI (ohne "MEM-Shift")
= gleich starke Expression; V keine Expression detektierbar
<, < Transkription in MEM bzw. bei AprfA4 schwicher als in BHI bzw. bei WT
>, > Expression in MEM bzw. bei AprfA stérker als in BHI bzw. bei WT

Zusitzlich zu den LIPI-2-Internalingenen wurde wieder die Expression der beiden kleinen
Internalingene i-in/C und i-inlD untersucht (Abb. 5.51, Tab. 5.22).

i-inlC i-inlD

e P — -—
A+ > A- WT+> WT- A+ ¥V A- WT+> WT-

sod

A+ = A~ WT+= WT- K

Abb. 5.51: Expression der kleinen Internaline i-in/C und i-in/D mit und ohne "MEM-Shift"
A: L. ivanovii PDC22, prfA-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA L. ivanovii ATCC19119
+ Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM, d.h. nach "MEM-Shift"
- Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI, d.h. ohne "MEM-Shift"
= gleich starke Expression; V: keine Expression detektierbar
> Expression in MEM stérker als in BHI
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Bei beiden ist eine deutliche Induktion der Genexpression nach Uberfiihren in das
Zellkulturmedium MEM zu sehen. Bei i-inlC sicht man sogar in der Deletionsmutante eine
verstirkte Transkription nach "MEM-Shift". Zudem wird i-inlC im Wildtyp sehr stark
exprimiert.

Bei i-inlD hingegen kann man in der Aprf4-Mutante keine mRNA nachweisen. Auch hier
wurden mehrere Ansdtze mit unterschiedlichen cDNA- und mRNA-Mengen durchgefiihrt,
blieben aber erfolglos. Auch in L. ivanovii WT wird i-in/D nur schwach exprimiert, zeigt
jedoch eine starke Erhéhung nach Uberfiihren der Listerien in das Zellkulturmedium.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
+MEM /-MEM | +MEM /-MEM AprfAd - WT

i-inlC > > <
i-inlD \v4 > <
sod — — =

Tab. 5.22: Transkription der kleinen Internaline i-in/C und i-inID mit und ohne "MEM-Shift"
+MEM: Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM (mit "MEM-Shift")
-MEM: Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI (ohne "MEM-Shift")
= gleich starke Expression; V keine Expression detektierbar
< Transkription in MEM bzw. bei Aprf4 schwicher als in BHI bzw. bei WT
> Expression in MEM bzw. bei AprfA4 stéirker als in BHI bzw. bei WT

Transkription der zu LIPI-2 benachbarten ORFs mit und ohne '""MEM-Shift"

Auch die benachbart zu LIPI-2 liegenden Open Reading Frames wurden mit und ohne
"MEM-Shift" untersucht (Abb. 5.52, Tab. 5.23). Zum Vergleich wurden wieder die beiden L.
ivanovii-Stimme L. ivanovii WT und L. ivanovii AprfA4 eingesetzt. Die cDNA wurde 1:10 und
die sod-Oligonukleotide 1:5 verdiinnt.

Auch hier fallen die Expressionsunterschiede geringer als bei den zuvor untersuchten
Internalingenen aus.

So findet in ysnB, das LIPI-2 auf der linken Seite flankiert, eine relativ gleichmifige
Transkription sowohl in der prf4-Mutante als auch im Wildtyp statt. Nur in der
Deletionsmutante kann eine erhohte Transkription nach Wachstum in BHI-Medium
festgestellt werden.

ORF3 wird wieder nur sehr schwach exprimiert und zeigt kaum einen Unterschied zwischen
L. ivanovii Aprf4 und WT. Allerdings findet eine schwache Induktion der Transkription nach
"MEM-Shift" beim Wildtyp statt.

Das Gen ydel, das sich an LIPI-2 auf der rechten Seite anschlief3t, ldsst eine deutliche
Induktion der Expression nach Shift in Zellkulturmedium erkennen. Sowohl bei L. ivanovii
WT als auch der Deletionsmutante erhdlt man wesentlich mehr mRNA nach Kultur der
Bakterien in MEM.

Gleiches findet man fiir ORFS, das ebenso wie ydel in der Aprf4A-Mutante und im Wildtyp
stark transkribiert wird und in Zellkulturmedium eine erhohte mRNA-Synthese aufweist.

Das Gen fiir ORF6 wiederum zeigt eine relativ gleichmiBige Expression und man findet nur
wie schon flir ysnB in der prfA-Mutante eine leicht erhdhte Transkription nach Wachstum in
BHI.



5 Ergebnisse

ORF7 allerdings ist nicht nachweisbar. Schon in Kap. 5.5.3 war nur eine schwache
Expression sichtbar, doch in den hier gezeigten RT-PCRs war ORF7 nicht detektierbar.

Das Gen fiir die RNA-Helicase rnaH zeigt eine gleichmiBige Expression. In L. ivanovii WT
und Aprf4, sowie mit und ohne "MEM-Shift" findet man gleiche mRNA-Mengen auf dem

Agarosegel.

ysnB ORF3 ydel

e SR weem e S T .

A+ < A~ WT+= WT- A+ = A~ WT+> WT- A+ > A~ WT+> WT-
ORF5 ORF6 ORF7

A+ > A~ WT+> WT- A+ < A~ WT+= WT- A+ ¥ A~ WT+V WT-
rnaH ORF8 ORF9

A+ = A~ WT+= WT- A+ < A~ WT+= WT- A+ < A~ WT+= WT-
ORF9A ORF9B ORF9C

A+ = A~ WT+= WT- A+ < A~ WT+= WT- A+ = A~ WT+= WT-
ORF10 norA ORF11

e — — e

At < A~ WTH< WI- At < A~ WT+< WT- A< A WIr- WI-

sod

A+ = A WT+= WT-

K

Abb. 5.52: Transkription der zu LIPI-2 benachbarten ORFs mit und ohne "MEM-Shift"
A: L. ivanovii PDC22, prfA-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA L. ivanovii ATCC19119
+ Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM, d.h. nach "MEM-Shift"
- Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI, d.h. ohne "MEM-Shift"

<, > deutlicher Expressionsunterschied; <, > geringe Abweichung in der Stérke der Transkription

= gleich starke Expression; V: keine Expression detektierbar

<, < Transkription in MEM schwécher als in BHI; >, > Expression in MEM stirker als in BHI
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Auffillig ist ORFS, das in der Deletionsmutante eine stirkere Transkription als im Wildtyp
aufweist. Dies stimmt allerdings nicht mit den Daten aus Kap. 5.5.3 iiberein, denn dort findet
man eine gleich starke Expression dieses Gens in L. ivanovii WT und AprfA. Somit muss die
Transkription von ORF8 nochmals tiberpriift werden.

Fiir die drei Open Reading Frames ORF9, ORF9B und ORF10 findet man eine schwache
Transkription in L. ivanovii WT und Aprf4. Alle drei Gene werden im Wildtyp in BHI und
MEM gleich stark transkribiert, zeigen aber in der Deletionsmutante leicht erhohte Expression
in BHL

ORF9A und ORFIC werden wie das Standardgen sod in Wildtyp und Mutante gleich stark
transkribiert und die Expression dieser Gene durch Shift in das Zellkulturmedium MEM
weder induziert noch reprimiert.

norA und ORF11 schlieBlich zeigen deutliche Transkriptionsunterschiede. Beide Gene
werden in L. ivanovii WT und Aprf4 nach Wachstum in MEM nur schwach exprimiert. Auch
in BHI findet man fiir ORF11 beim Wildtyp nur wenig mRNA. Im Gegensatz dazu ist in der
Deletionsmutante fiir beide Gene deutlich mehr mRNA nach Wachstum in BHI verglichen
mit MEM nachweisbar.

Somit findet man (mit Ausnahme von ORFS8) zwischen L. ivanovii WT und AprfA4 keine
signifikanten Unterschiede in der Expression der untersuchten Gene (Tab. 5.23). Dies stimmt
mit den in Kap. 5.5.3 erhaltenen Ergebnissen iiberein. Fiir die Open Reading Frames ORF3
und ORFS5, sowie fiir das Gen ydel lasst sich eine Erhohung der Transkriptionsrate nach
Uberfiihren der Bakterien in MEM nachweisen. Fiir die meisten anderen Gene aber findet
keine Induktion durch "MEM-Shift" statt, sondern MEM scheint— vor allem in der
Deletionsmutante — eher eine reprimierende Wirkung auf die Genexpression zu haben.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
+MEM /-MEM | +MEM /-MEM AprfAd - WT

A

ysnB
ORF3
ydel
ORF5
ORF6
ORF7
rnaH
ORF8
ORF9
ORF9A
ORF9B
ORF9C
ORF10
norA
ORF11
sod

I {rv

{<cfmyvivivi]l
Il

IIAIAL

HIAIAIATIT[ALI{AIA]T<TIALV VI
I
vyl

Tab. 5.23: Expression der zu LIPI-2 benachbarten ORFs mit und ohne '"MEM-Shift"
+MEM: Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM (mit "MEM-Shift")
-MEM: Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI (ohne "MEM-Shift")
= gleich starke Expression; V keine Expression detektierbar
<, < Transkription in MEM bzw. bei AprfA4 schwicher als in BHI bzw. bei WT
>, > Expression in MEM bzw. bei AprfA stérker als in BHI bzw. bei WT
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Expression der Virulenzclustergene mit und ohne "MEM-Shift"

Zum Abschluss der RT-PCR-Untersuchungen in vitro wurden auch die Virulenzclustergene
(Abb. 5.53, Tab. 5.24) sowie die Gene iap und smcL mit und ohne "MEM-Shift" untersucht
(Abb. 5.54, Tab. 5.25).

Als cDNA-Verdiinnung und sod-Konzentrationen wurden die gleichen Mengen wie in den
vorangegangenen Versuchen eingesetzt.

Fiir das prf4-Gen erhilt man in der prf4-Deletionsmutante kein Transkript, da dieser Bereich
deletiert ist und somit nicht exprimiert werden kann. Im Wildtyp aber findet eine starke prf4-
Transkription statt, die interessanterweise in BHI-Medium stérker als in MEM ausfillt.

Auch plecA 1asst keine mRNA in L. ivanovii AprfA erkennen. In Kap. 5.5.3 konnte mRNA fiir
plcA allerdings noch schwach nachgewiesen werden. In L. ivanovii WT ist dagegen eine
starke Expression zu sehen. Zudem findet eine Induktion der plcA-Transkription durch
"MEM-Shift" statt.

In ilo kann man sowohl in der Deletionsmutante als auch im Wildtyp mRNA detektieren. In
L. ivanovii AprfA findet eine schwache, in L. ivanovii WT eine starke Transkription des ilo-
Gens statt. Allerdings kann man bei ilo keine Induktion der Genexpression durch "MEM-
Shift" erkennen.

prfA plcA ilo
s G— L Y e - GD G
A+ ¥V A- WT+< WT- A Y A WT+>WT A+ = A- WT+= WT-
mpl actA plcB
AV A WT+> WIT- At = A WTi> WI- A+ = A WT+> WIT-
sod

A+ = A~ WT+= WT- K

Abb. 5.53: Expression der Virulenzclustergene mit und ohne '"MEM-Shift"
A: L. ivanovii PDC22, prf4-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA L. ivanovii ATCC19119
+ Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM, d.h. nach "MEM-Shift"
- Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI, d.h. ohne "MEM-Shift"
<, > deutlicher Expressionsunterschied; <, > geringe Abweichung in der Starke der Transkription
= gleich starke Expression; V: keine Expression detektierbar
<, < Transkription in MEM schwécher als in BHI; >, > Expression in MEM stirker als in BHI
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Fiir mpl erhilt man das gleiche Transkriptionsmuster wie bei plcA. In der AprfA-Mutante ist
keine mRNA nachweisbar. Auch fiir dieses Gen konnte in Kap. 5.5.3 eine geringe Expression
gezeigt werden. Im Wildtyp aber sieht man eine starke Expression und findet auch hier eine
Induktion der mpl-Transkription durch Uberfiihren der Bakterien in das Zellkulturmedium
MEM.

actA und pleB schlieBlich werden dhnlich exprimiert. Fiir beide Gene findet man in der
Deletionsmutante geringe Mengen an mRNA. In L. ivanovii WT kann man eine starke
Transkription der beiden Gene nachweisen und es zeigt sich wie schon bei plc4 und mpl, dass
diese beiden Gene durch Shift in MEM stérker exprimiert werden.

Bei den Virulenzclustergenen zeigt sich die PrfA-Abhingigkeit am deutlichsten (Tab. 5.24).
Alle Gene weisen in L. ivanovii WT eine deutlich stirkere Expression auf als in der prf4-
Mutante. In der Deletionsmutante sind nur sehr geringe mRNA-Mengen zu detektieren und
die Transkription der Gene ist teilweise nicht nachweisbar.

Im Gegensatz dazu findet man im Wildtyp eine starke Expression. Zudem sieht man bei plcA,
mpl, act4 und plcB eine deutliche Induktion der Transkription nach Wachstum der Bakterien
in Zellkulturmedium. Abweichend sind ilo und prfA4. Fiir ilo kann man in BHI und MEM
keine unterschiedliche Expression feststellen, fiir prf4 findet man ohne "MEM-Shift" sogar
mehr Transkript.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
+MEM /-MEM | +MEM /-MEM Aprfd - WT

prfA \ < <

plcA "4 > <

ilo = = <

mpl \v4 > <

actA = > <

plcB = > <

sod = =

Tab. 5.24: Transkription der Virulenzclustergene mit und ohne "MEM-Shift"
+MEM: Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM (mit "MEM-Shift")
-MEM: Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI (ohne "MEM-Shift")
V keine Expression detektierbar
= gleich starke Expression
<, < Transkription in MEM bzw. bei AprfA4 schwicher als in BHI bzw. bei WT
>, > Expression in MEM bzw. bei AprfA stérker als in BHI bzw. bei WT
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AbschlieBend wurden die Gene iap und smcL untersucht (Abb. 5.54, Tab. 5.25).

iap smcL

. — S— W—— U e e

sod

A = A WT+= WT- A < A- WT+< WT-

A+ = A~ WT+= WT- K

Abb. 5.54: Transkription von iap und smcL mit und ohne "MEM-Shift"

Fiir iap findet man wie

A: L. ivanovii PDC22, prfA-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA L. ivanovii ATCC19119

+ Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM, d.h. nach "MEM-Shift"
- Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI, d.h. ohne "MEM-Shift"

= gleich starke Expression; < Transkription in MEM schwicher als in BHI

schon in Kap. 5.5.3 keinen Expressionsunterschied. Man kann in L.

ivanovii Wildtyp und der Aprf4A-Mutante eine gleich starke Transkription erkennen. Auch
nach Wachstum der Bakterien in MEM éandert sich die Menge an mRNA nicht und es ist
somit keine Induktion der Genexpression durch das Zellkulturmedium feststellbar.

Ebenso wie iap wird auch das Gen fiir die in LIPI-2 liegende Sphingomyelinase smcL im
Wildtyp und in der Deletionsmutante gleich stark transkribiert. Allerdings sieht man hier bei

beiden einen deutlichen

Expressionsunterschied, wenn man die mRNA-Mengen mit und ohne

"MEM-Shift" vergleicht. Nach Uberfiihren der Bakterien in das Zellkulturmedium MEM ist
deutlich weniger mRNA auf dem Agarosegel zu erkennen, d.h. ein "MEM-Shift" scheint die

Transkription des smcL-

Gens zu reprimieren und nicht zu induzieren.

Gen L. ivanovii AprfA | L. ivanovii WT Expression
+MEM / -MEM +MEM / -MEM AprfA - WT

iap = = =

smclL < < =

sod = = =

Tab. 5.25: Expression von iap und smcL mit und ohne "MEM-Shift"

+MEM: Expression nach Kultur in Zellkulturmedium MEM (mit "MEM-Shift")

-MEM: Transkription nach Kultur in Vollmedium BHI (ohne "MEM-Shift")

= gleich starke Expression

< Transkription in MEM bzw. bei Aprf4 schwécher als in BHI bzw. bei WT
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5.5.5 Vergleich der Transkription verschiedener Gene von L. ivanovii nach
Infektion der Zelllinien MDBK, J774 und TIB-73

Da Kap. 5.5.3 und Kap. 5.5.4 die Genexpression von L. ivanovii nur in vitro untersucht
wurde, lassen sich nur bedingt Aussagen iiber die Transkription und deren Regulation
machen. Mit den untersuchten Kulturbedingungen (20°C/37°C, Voll-/Zellkulturmedium)
sollten zwar einige Eigenschaften einer L. ivanovii-Infektion "simuliert" werden (37°C
Korpertemperatur im infizierten Wirt im Vergleich zu 20°C in der Natur, Nahrstoffmangel in
den infizierten Zellen), jedoch lassen diese Bedingungen nur beschrinkt Vergleiche mit den
natiirlichen Wachstums- bzw. Infektionsbedingungen von L. ivanovii zu.

Deshalb sollte abschlieBend die Transkription der LIPI-2-Internalingene, der flankierenden
Open Reading Frames und der Virulenzclustergene nach Infektion verschiedener permanenter
Zelllinien untersucht werden, um genauere Aussagen iiber die Expression in vivo machen zu
konnen.

Infektion der Zelllinie MDBK mit L. ivanovii ATCC19119 und L. ivanovii PDC22

Da Wiederkduer der natiirliche Wirt von L. ivanovii sind, wurde zunichst die permanente
Zelllinie MDBK untersucht, bei der es sich um Epithelzellen aus dem Rind handelt.

Man lie3 die MDBK-Zellen in Zellkulturflaschen wachsen, bis sie zu 70% konfluent waren,
und setzte dann fiir die Infektion eine MOI von 50 ein. Die Zeit der Initialinfektion betrug 45
Minuten, die gesamte Infektion dauerte fiinf Stunden (Kap. 4.2.4).

Fiir die Infektion wurden wieder L. ivanovii ATCC19119 und L. ivanovii PDC22 (AprfA)
eingesetzt. Interessanterweise fand man nach Ende der Infektion sowohl beim Wildtyp als
auch bei der Mutante, fiir die man ein schlechteres intrazellulires Uberleben aufgrund des
Verbleibs im Phagosom erwartet hitte, vergleichbare Zellzahlen an Bakterien in den
infizierten MDBK-Zellen (Zellzahl/infizierte Flasche: WT 3,1 x 10°, Aprfd 2,4 x 10°).

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte anschlieBend mit dem RNA-FastPrep und einem
RNA-Isolierungskit (Kap. 4.2.5).

Betrachtet man die Expression der Virulenzclustergene, so findet man bei den PrfA-abhéngig
transkribierten Genen in der Aprf4-Mutante bis auf ilo kein Produkt in der RT-PCR (Abb.
5.55). Selbst bei ilo, das in den in vitro-Versuchen (Kap. 5.5.3, Kap. 5.5.4) auch in der
Deletionsmutante stark exprimiert wurde, kann man nur eine geringe Menge an mRNA
detektieren.

Beim Wildtyp hingegen kann man bei allen Genen Transkription erkennen, die bei plc4 und
ilo sogar sehr stark ausfillt.

Im Gegensatz dazu sieht man bei den PrfA-unabhingig exprimierten Gene iap, smcL und sod
eine gleichmaBige Transkription und es ist auch in der Aprf4-Mutante mRNA nachweisbar.
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prfd plcA ilo mpl act4 plcB iap smcL  sod

L <
HHIE =

- *w--“.
—— - e e —

AWT AWT A WT AWT AWT AWT A WT A WT AWT K

Abb. 5.55: Transkription der Virulenzclustergene nach Infektion der Zelllinie MDBK
M: Marker (Stratagene)
A: L. ivanovii PDC22, prf4-Deletionsmutante; WT: L. ivanovii ATCC19119
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA L. ivanovii ATCC19119

Die nicht nachweisbare Expression der meisten Virulenzclustergene in der Deletionsmutante
bedeutet jedoch nicht zwangsldufig, dass diese Gene nach Infektion der MDBK-Zellen gar
nicht exprimiert werden. Denn die in vitro-Experimente (Kap. 5.5.3, Kap. 5.5.4) haben
gezeigt, dass trotz Deletion von prf4 eine schwache Expression dieser Gene moglich ist.
Deshalb ist die fehlende Transkription wahrscheinlich auf die Methode der RT-PCR
zuriickzufiihren. Bei den Infektionsversuchen war es nicht moglich, nur bakterielle RNA zu
isolieren. So erhielt man ein Gemisch aus RNA der eukaryotischen MDBK-Zellen und der sie
infizierenden Listerien. Eine Analyse der isolierten RNA auf dem Agarosegel zeigte, dass nur
sehr wenig bakterielle RNA in den RNA-Préparationen erkennbar war. Aus diesem Grund
wurde eine groflere Menge fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Dies reichte aber nicht aus, um
in der prfA-Mutante eine Expression bei den schwach transkribierten Genen nachweisen zu
konnen. Somit stoflt die Methode der RT-PCR in diesem Bereich an ihre Grenzen und es
miissten neue RNA-Isolierungsmethoden iiberpriift werden, um ein besseres Ergebnis in der
RT-PCR erzielen zu konnen.

Auch bei der Untersuchung der Internalingene und der Open Reading Frames konnte keine
Expression nachgewiesen werden. Deshalb ist nur die Transkription von L. ivanovii Wildtyp
dargestellt (Abb. 5.56, Abb. 5.57).

Bei den Internalingenen (Abb. 5.56) kann man bis auf i-in/H bei allen Genen mRNA
nachweisen. Fiir i-inlK, i-inlG, i-inlF, i-inlE, i-in/C und i-inlD erhélt man sogar eine starke
Expression. i-inlE wird wie schon in den in vitro-Experimenten (Kap. 5.5.3, Kap. 5.5.4) am
stiarksten transkribiert. Zudem taucht auch hier eine zusitzliche kleinere Bande in der RT-
PCR auf.

M B2 L K B J I H sod M H G smcL F E C D sod

Abb. 5.56: Expression der Internalingene nach Infektion der Zelllinie MDBK
M: Marker (Gibco BRL)
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Betrachtet man die zu LIPI-2 benachbarten Open Reading Frames (Abb. 5.57), so kann man
in L. ivanovii WT insgesamt nur eine schwache Expression der Gene erkennen.

M ysnB 3 ydel 5 6 7 rnaH 8 sod M 9 9A 9B 9C 10 nord 11 sod

Abb. 5.57: Transkription der zu LIPI-2 benachbarten ORFs nach Infektion der Zelllinie MDBK
M: Marker (Gibco BRL)

Fiir die Gene ysnB, ORF3, ydel, ORFS, rnaH, ORF9, ORF9C, norA und ORF11 erhélt man
nur wenig Transkript in der RT-PCR. Nur ORF8, das auch in den in vitro-Untersuchungen
eine starke Expression zeigte, wird etwas stirker transkribiert.

Im Gegensatz dazu ist die Expression der Gene fir ORF6, ORF7, ORF9A, ORF9B und
ORF10 nicht nachweisbar.

Zusammenfassend 1isst sich sagen, dass von allen untersuchten Genen die
Virulenzclustergene bei einer Infektion der Zelllinie MDBK mit L. ivanovii WT am stdrksten
transkribiert werden. Dies ist auch nicht verwunderlich, da fiir diese Gene schon bekannt ist,
dass sie essentiell fiir eine erfolgreiche Infektion sind.

Aber auch die Internalingene werden zum Teil stark exprimiert und sind alle bis auf i-inlH
nach Infektion der MDBK-Zellen nachweisbar. Somit ist es moglich, dass auch diese Gene
fiir eine Infektion bendtigt werden. Denn fiir einige der kleinen Internaline (i-in/E und i-inlF)
konnte schon gezeigt werden, dass sie Virulenz-assoziiert sind.

Am geringsten fallt die Transkription der Open Reading Frames aus. Fiir einige dieser Gene
kann keine mRNA mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Bei den meisten dieser Gene ist
zudem bis jetzt noch nicht geklért, welche Funktion sie besitzen. Somit scheint es sich hier
um Gene zu handeln, die nicht an der Virulenz beteiligt sind und die nicht fiir eine Infektion
bendtigt werden.
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Infektion der Zelllinie J774 mit L. ivanovii ATCC19119

Als zweites wurde die Expression der L. ivanovii-Gene nach Infektion der Zelllinie J774
untersucht. Bei dieser permanenten Zelllinie handelt es sich um Makrophagen der Maus.

Die Zellen wurden mit einer MOI von 10 und einer Infektionsdauer von fiinf Stunden infiziert
(Kap. 4.2.4).

Fiir die Infektionen wurden L. ivanovii WT und AprfA eingesetzt. Nach Bestimmung der
Zellzahlen stellte sich heraus, dass der Wildtyp ein etwas besseres Uberleben bzw.
Vermehrung bei Infektion der Makrophagen zeigte (Zellzahl/infizierte Flasche: WT 8 x 10°,
AprfA 4 x 10°. Die Abweichungen der Zellzahlen wurden durch Anpassung der RNA-
Mengen in der RT-PCR beriicksichtigt.

Allerdings konnte dhnlich wie bei der Infektion der MDBK-Zellen nur beim Wildtyp mRNA
mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Einzige Ausnahme waren die Gene iap, smcL und
sod, fur die man in L. ivanovii WT und Aprf4 eine gleich starke Transkription sieht.
Nachfolgend sind allerdings nur die Ergebnisse von L. ivanovii WT gezeigt.

Untersuchungen des Virulenzgenclusters zeigten, dass alle Gene in der Zelllinie J774
exprimiert werden (Abb. 5.58). Auch fiir mpl, das hier nicht gezeigt ist, lisst sich eine
schwache Transkription nachweisen. Insgesamt findet man aber fiir alle Gene einschliefSlich
sod eine schwichere Expression als in den MDBK-Zellen. Dies konnte an der niedrigeren
Zahl an Bakterien liegen, die in den Infektionsversuchen mit J774 eingesetzt wurde.
Allerdings erhdlt man bei Bestimmung der Lebendzellzahl nach Infektionsende beit MDBK
und J774 vergleichbare Werte.

M  prfAd plcA ilo  actA plcB iap smcL sod

Abb. 5.58: Expression der Virulenzclustergene nach Infektion der Zelllinie J774
M: Marker (Gibco BRL)

Auch fiir die Internalingene féllt die Transkription schwicher als bei der MDBK-Infektion aus
(Abb. 5.59). So lassen sich diesmal nicht alle Gene nachweisen. Fiir i-in/B, i-inll und i-in/H
kann man keine mRNA detektieren. Diese Gene wurden schon in der MDBK-Infektion
schwach (i-inlB, i-inll) bzw. gar nicht (i-in/H) exprimiert. Zudem erhdlt man diesmal nicht
nur fiir i-inlE eine zusétzliche Bande, sondern kann auch bei i-in/F und sod eine Doppelbande
erkennen.

Die Internalingene, die in den MDBK-Zellen schon stirker exprimiert wurden, zeigen auch
bei Infektion von J774 die groBten Mengen an mRNA. So findet man vor allem bei i-in/E eine
starke Transkription des Gens.
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M B2 L K B __ sod M H G smcl F E C D sod

Abb. 5.59: Transkription der Internalingene nach Infektion der Zelllinie J774
M: Marker (Gibco BRL)

Bei den Open Reading Frames schlieBlich lassen sich nur bei wenigen der untersuchten Gene
Transkripte nachweisen (Abb. 5.60). So findet man nur fiir ysnB, ORF6 und ORF9C
schwache Banden auf dem Agarosegel. Bei allen anderen Genen ist keine Expression
detektierbar.

M ysnB 3 ydel 6 7 rnaH 8 sod M 9 9A 9B 9C 10 nord 11 sod K

Abb. 5.60: Expression der zu LIPI-2 benachbarten ORFs nach Infektion der Zelllinie J774
M: Marker (Gibco BRL)
K: Kontrolle mit chromosomaler DNA von L. ivanovii ATCC19119

Bei allen untersuchten Genen kann man nach Infektion der Zelllinie J774 nur eine schwache
Expression erkennen. Selbst die sonst stark transkribierten Virulenzclustergene sind in L.
ivanovii WT nur schwach nachweisbar. Ahnliches zeigt sich fiir die Internalingene und Open
Reading Frames. Da jedoch auch die sod-Expression in diesen Versuchen im Vergleich zu
den MDBK-Infektionen sehr gering war, ist der schwichere bzw. fehlende Nachweis vieler
Gene vermutlich auf geringere mRNA-Mengen bei der cDNA-Synthese zuriickzufiihren.
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Infektion der Zelllinie TIB-73 mit L. ivanovii ATCC19119

Als letzte Zelllinie wurden die Hepatozyten TIB-73 analysiert. Bei dieser permanenten
Zelllinie handelt es sich um embryonale Zellen der Maus.

Die Zellen wurden mit einer MOI von 10 und einer Infektionsdauer von fiinf Stunden infiziert
(Kap. 4.2.4).

Fiir die Infektionen wurde nur L. ivanovii WT eingesetzt, da sich schon bei diesem Probleme
beim Nachweis der mRNA zeigten. Zudem fand man intrazelluldr deutlich niedrigere
Bakterienzahlen (Zellzahl/infizierte Flasche: WT 6,8 x 10%) als bei den beiden zuvor
untersuchten Zelllinien MDBK und J774 vor.

Bei TIB-73 erhélt man im allgemeinen noch schlechtere Ergebnisse in den RT-PCRs. Selbst
bei den Virulenzclustergenen ist nur bei wenigen deren Expression nachweisbar (Abb. 5.61).
Nur fiir plcA, ilo, mpl und iap erhdlt man schwache Banden auf dem Agarosegel. Allerdings
finden sich hier hédufig mehrere, vermutlich unspezifische Nebenbanden. Diese sind
wahrscheinlich durch die grole Menge an eukaryotischer RNA im Ansatz fiir die reverse
Transkription entstanden. Es konnte auch bei den anderen Zelllinien wiederholt beobachtet
werden, dass bei Einsatz zu groler Mengen von RNA in der reversen Transkription gehauft
unspezifische Nebenbanden in der nachfolgenden PCR mit cDNA auftraten.

M  prfA plcA ilo mpl actA plcB iap smcL sod

Abb. 5.61: Transkription der Virulenzclustergene nach Infektion der Zelllinie TIB-73
M: Marker (Stratagene)

Die Transkription der Internalingene (Abb. 5.62) konnte interessanterweise deutlich besser
nachgewiesen werden als die der Virulenzclustergene, obwohl fiir die reverse Transkription
RNA aus der gleichen Infektion und in gleicher Menge eingesetzt wurde.

B2 L K B J I H sod M H G smcl F E C D sod

TR ]

e

Abb. 5.62: Expression der Internalingene nach Infektion der Zelllinie TIB-73
M: Marker (Gibco BRL)
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Es lasst sich fiir alle Gene mRNA nachweisen. Bei i-in/l und i-in/H erhélt man allerdings nur
sehr schwache Banden. i-inlK, i-inlF, i-inlE und i-inlD werden wie schon in den anderen
Zelllinien am stirksten exprimiert.

AbschlieBend ist die Expression der zu LIPI-2 benachbarten ORFs dargestellt (Abb. 5.63).
Bei diesen findet man ein &dhnliches Bild wie schon in den J774-Infektionen. Die
Transkription dieser Gene ist — wenn iiberhaupt — nur sehr schwach nachweisbar. Man kann
nur fiir die Gene ORFS5, ORF7, rnaH und ORF8 schwache Banden auf dem Agarosegel
erkennen.

M ydel 5 7 _rmaH 8 sod M 9 9A 9B 9C 10 nord 11 sod

Abb. 5.63: Transkription der zu LIPI-2 benachbarten ORFs nach Infektion der Zelllinie TIB-73
M: Marker (Gibco BRL)

Somit konnte in den infizierten TIB-73-Zellen nur die Expression der Internalingene
nachgewiesen werden. Diese werden bis auf Ausnahme von i-in/l und i-inlH deutlich
transkribiert. Fiir die Virulenzclustergene und die Open Reading Frames erhielt man — aus
welchen Griinden auch immer — nur sehr schwache Transkripte und konnte viele der
untersuchten Gene nicht nachweisen.

Vergleicht man die Transkription in den einzelnen Zelllinien miteinander, so kann man
sowohl bei MDBK als auch J774 die Expression aller Virulenzclustergene nachweisen (Tab.
5.26). Bei TIB-73 allerdings fehlen die Transkripte von prf4, actA und plcB und auch die
Gene mpl und iap werden nur sehr schwach exprimiert.

Zelllinie | prfA | plcA | ilo | mpl | actA | plcB | iap | smcL | sod
MDBK ++ ++ | [+ + + + + ++
J774 ++ + + + + + + + +
TIB-73 - + + (+) - - (+) - -

Tab. 5.26: Vergleich der Expression der Virulenzclustergene nach Infektion verschiedener Zelllinien
- keine mRNA nachweisbar
+ Transkription des untersuchten Gens ist schwach (+) bis sehr stark +++
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Bei den Internalingenen findet in allen drei Zelllinien eine starke Expression statt (Tab. 5.27).
Zudem zeigt sich, dass die Gene i-inlK, i-inlF, i-inlE und i-in/C in allen Zelltypen am
starksten transkribiert werden. Gene, fiir die man nur wenig mRNA findet, werden meist auch

in allen drei Zelllinien nur schwach exprimiert (i-in/L) oder sind teilweise nicht nachweisbar
(i-inlB, i-inll, i-inlH).

Zelllinie | B2 | L K B
MDBK + + + | (1)
J774 > |+ -
TIB-73 + |+ | | ()

I |H| G | smcL | F E C | D | sod
+ | - | ++ + | A | | |
A RO EE R Rl Rl s
NG + H |+ | B+ @D

o+t

Tab. 5.27: Vergleich der Transkription der Internalingene nach Infektion verschiedner Zelllinien
- keine mRNA nachweisbar
+ Transkription des untersuchten Gens ist schwach (+) bis sehr stark +++

Die Open Reading Frames sind insgesamt am schlechtesten nachweisbar (Tab. 5.28). In der
MDBK-Zelllinie erhélt man noch fiir die meisten Gene Transkripte. Doch in J774 und TIB-73
werden die untersuchten ORFs nur sehr schwach exprimiert oder sind gar nicht detektierbar.

Zelllinie | ysnB | 3 | ydel | 5 6 7 |rnaH | 8 |9 | 9A [ 9B | 9C | 10 | nord | 11 | sod
MDBK + + + + - - + + |+ - -l - (+) +) | +++
1774 I I A A CC N R A A B B S N R B €S
w73 | - |- - ol -lololol- {111 - 1-]®
Tab. 5.28: Vergleich der Expression der zu LIPI-2 benachbarten ORFs nach Infektion verschiedener
Zelllinien
- keine mRNA nachweisbar

+ Transkription des untersuchten Gens ist schwach (+) bis sehr stark +++

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass die Methode der RT-PCR nur bedingt geeignet ist,
um die Genexpression von L. ivanovii nach Infektion der hier untersuchten Zelllinien
nachzuweisen.

Die besten Ergebnisse wurden in der Zelllinie MDBK erzielt. Hier konnten fiir alle drei
untersuchten Bereiche Transkripte nachgewiesen werden.

Bei der Zelllinie J774 war insgesamt eine schwichere Expression zu sehen, doch auch hier
findet sich die gleiche Tendenz der Transkriptionsstirke wie in den MDBK-Zellen. Gene, die
nach MDBK-Infektion am stirksten exprimiert wurden, werden grof3tenteils auch nach J774-
Infektion am starksten transkribiert.

Die dritte Zelllinie TIB-73 zeigt fiir die Virulenzclustergene und die Open Reading Frames
die schlechteste Transkription, die Expression der Internalingene konnte hier jedoch gut
gezeigt werden.

Da die hier gezeigten Ergebnisse mit der Methode der RT-PCR in wiederholten
Versuchsansétzen nur teilweise reproduzierbar waren, bleibt die Frage weiterhin ungeklart,
welche Rolle die untersuchten Gene in den einzelnen Zelllinien spielen konnten und es ist
abzuwarten, welche Resultate sich aus anderen Versuchsansitzen ergeben.
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5.6 Untersuchung der Deletionshaufigkeit von LIPI-1 und LIPI-2

In Zusammenarbeit mit G. Dominguez-Bernal (60) konnte die Deletionsmutante L. ivanovii
GD-3 genauer charakterisiert werden. Neben dieser traten wie anfangs schon erwdhnt mehrere
Mutanten gleichen Typs auf. Somit handelt es sich in diesem Bereich um eine chromosomale
Region, die genetisch instabil ist.

Genetische Instabilitdt ist ein Merkmal von Pathogenitétsinseln (110). Ein Teil der deletierten
Region in L. ivanovii GD-3 besteht auch hier aus einer Pathogenititsinsel (LIPI-2).

Deshalb sollte in L. ivanovii die Deletionsfrequenz dieses Bereiches unter verschiedenen
Kulturbedingungen untersucht werden. Zusédtzlich sollte {iiberpriift werden, ob die
Virulenzgencluster von L. ivanovii und L. monocytogenes (LIPI-1) eine dhnliche Instabilitét
bzw. Deletionshdufigkeit wie LIPI-2 aufweisen.

5.6.1 Entwicklung eines positiven Selektionsverfahrens

Da die Deletionsereignisse von Pathogenitétsinseln unter Umstdnden jedoch sehr selten sind,
musste ein positives Selektionsverfahren entwickelt werden, um sie dennoch experimentell
erfassen zu konnen (Abb. 5.64):

Im ersten Schritt wurde das Chloramphenicol-Resistenzgen des S. aureus-Plasmids pC194
unter Kontrolle des regulatorischen Bereichs von fet4 aus Tnl0 (8) gestellt. Dieses Konstrukt
wurde mit kurzen flankierenden Sequenzen aus dem purH-Gen von Listeria versehen, in
einen Shuttle-Vektor mit temperatursensitivem Replikon eingefiigt und iiber homologe
Rekombination (Kap. 4.1.18) in den purH-Locus von Listeria inseriert. Dieses Verfahren ist
vielfach erprobt. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Insertion an diesem Genort keine
Auswirkungen auf die Vermehrung von Listeria hat, weder in vitro noch intrazellulédr (73,
136).

In einem weiteren Schritt mit analoger Verfahrensweise wurde dann ein Konstrukt aus einem
nicht-induzierbaren Tnl0-Repressor (113) mit geeigneten Expressionssignalen und dem
Kanamycin-Resistenzgen (aph3) aus Tnl545 (46) in den gewiinschten Genombereich
(Virulenzgencluster bzw. LIPI-2) inseriert.

Danach sollte dann das Cm-Resistenzgen (Cm") unter negativer Kontrolle des fet-Repressors
stehen und die Zellen wiren also Chloramphenicol-sensitiv.

Nur wenn Deletion des Chromosomenbereichs erfolgt, der tetR/Km® enthilt, konnte das in
purH inserierte Cm"-Gen exprimiert werden, d.h. diese Bakterien konnten auf Cm-haltigen
Medien selektioniert werden.

Mogliche fet-Repressor-Mutationen, die ebenfalls zu einem Cm®-Phinotyp ohne Deletion
fiihren wiirden, sollten durch die Kopplung mit dem Km"-Gen ausgeschlossen werden.
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Repressor KmR
Gencluster (LIPI-1 oder LIPI-2) 4 I
Deletion
purH purH
PO CmR PO CmR
of
Phénotyp: Chloramphenicol-sensitiv Chloramphenicol-resistent
Kanamycin-resistent Kanamycin-sensitiv

Abb. 5.64: Positives Selektionssystem zum Nachweis der Deletion von LIPI-1 bzw. LIPI-2
LIPI-1: Virulenzgencluster von L. monocytogenes bzw. L: ivanovii
LIPI-2: Listeria ivanovii Pathogenititsinsel 2
KmR: Kanamycin-Resistenzgen (aph3 aus Tn1545)
CmR: Chloramphenicol-Resistenzgen (aus pC194 von S. aureus)
Repressor: Tnl0-Repressor (tetR); PO: regulatorischer Bereich von tet4 aus Tn10

5.6.2 Herstellung der Insertionsplasmide

Fir L. monocytogenes wurden zwei Plasmide (pWHLmpurH/xyltet-cat und
pWHhly/TetR/QKm) hergestellt, um eine mdgliche Deletion des Virulenzgenclusters
untersuchen zu konnen (Abb. 5.65, Tab. 5.29). Als Ausgangsplasmid wurden die
Mutagenesevektoren pWH1509K und pWHI1509E (freundlicherweise von W. Hillen zur
Verfiigung gestellt, [115]) verwendet. Diese besitzen neben ori pBR322 einen
temperatursensitiven Origin aus pE194 und verschiedene Antibiotikum-Resistenzgene und
ermoglichen somit eine Integration der gewiinschten Gene ins Listerielle Genom.
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Abb. 5.65: Fiir L. monocytogenes Konstruierte Insertionsplasmide
Fir L. ivanovii wurden drei Plasmide (pWHLipurH/xyltet-cat, pWHilo/tetR/QKm,

pWHsmcL/tetR/QKm) konstruiert, um die Deletionsfrequenz des Virulenzgenclusters (LIPI-
1) sowie der neu identifizierten Pathogenitdtsinsel (LIPI-2) analysieren zu konnen (Abb. 5.66,
Tab. 5.30). Auch hier dienten die pWH-Vektoren als Ausgangsplasmide.

LipurH
HindI_ xpo1

6000
ssoo PWHLipurH/xyltet-cat
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ori pBR322

400B500
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Em 9000 N N
4500 1000" S 1000 N
S P
8000 1500 “x 8000 150" %
2000+ 7500 20007

7500

pWHilO/TetR/Km 2500 _ 7000 pWHsmcL/TetR/KmSOO

7000 _ B
9600 bp : 9500 bp - Bamml
6500 3000_/¢ 6500 3000
7 e
6000 3500 o8 Bamn 6000 ol
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Abb. 5.66: Fiir L. ivanovii konstruierte Insertionsplasmide
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Plasmid/Konstrukt Grofle AB-Resistenzen Sonstige Gene Herkunft

pWH1509E 6885bp Em", Tc\, Amp" ori pBR322, ori pE194 (ts) W. Hillen (115)
pWH1509K 6811 bp Km", TcX, Amp" ori pBR322, ori pE194 (ts) W. Hillen (115)
pWHLmpurH/xyltet-cat 7469 bp Cm", Km", Amp" LmpurH, pWHI1509K, S. Altrock

Promotor/Operator xyl/tet
(vor cat-Gen)

pWHLipurH/xyltet-cat 7444bp Cm", Km", Amp" LipurH, pWHI1509K, S. Altrock
Promotor/Operator  xyl/tet
(vor cat-Gen)

pWHhly/TetR/QKm 9600 bp Km", Em", Amp" #hly, tetR pWHIS509E, S. Altrock
pWHilo/TetR/QKm 9600 bp Km", Em", Amp" ilo, tetR pWHI1509E, S. Altrock
pWHsmcL/TetR/QKm 9500 bp  Km", Em", Amp" smcL, tetR pWHIS509E, S. Altrock

Tab. 5.29: Ubersicht iiber die pWH-Konstrukte
Amp®: Ampicillin-Resistenz Cm": Chloramphenicol-Resistenz ~ Em®: Erythromycin-Resistenz
Km": Kanamycin-Resistenz Tc®: Tetracyclin-Resistenz

Bei der Integration der oben gezeigten Plasmide gab es jedoch Probleme und es erfolgte erst
nach zahlreichen Versuchsansidtzen die korrekte Integration des ersten Insertionsplasmids
(pWHpurH/xyltet-cat) in das listerielle Genom. Allerdings zeigten sich die so hergestellten
Listerien stark resistent gegeniiber dem Antibiotikum Chloramphenicol.

Diese Resistenz konnte auch durch Einbringen des zweiten Plasmids mit dem fefR-Repressor
nicht verringert werden.

Somit ist fraglich, ob das ausgewéihlte System, das in B. subtilis gut funktioniert, in Listeria
eventuell versagt oder die fehlende Repression durch die schlecht funktionierende Integration
der Insertionsplasmide und eine eventuell dadurch verursachte Mutation in den
regulatorischen  Bereichen zustande gekommen ist. Nach Sequenzierung der
Insertionsplasmide konnte zudem fiir pWHhly/TetR/QKm gezeigt werden, dass sich im tetR-
Gen ein Basenaustausch befindet, der zu einem vorzeitigen Stopcodon und dadurch
verkiirztem TetR-Protein flihrt. Die tlberpriiften Sequenzen der anderen beiden Plasmide
pWHilo/TetR/QKm und pWHhly/TetR/QKm, sowie der pWHpurH-Plasmide stimmten
jedoch mit den Ausgangssequenzen iiberein, zeigten allerdings trotz korrekter Sequenz ebenso
keine Repression.

Deshalb wurden begonnen, neue Insertionsplasmide mit pG host4 (E. Maguin [176, 177]) als
Ausgangsplasmid herzustellen. Diese wurden fiir die Konstruktion von Deletionsmutanten
erfolgreich in Listeria eingesetzt (114). Hier sollte zum einen nochmals das oben
beschriebene Repressorsystem inseriert werden, zum anderen sollte ein neues
Repressorsystem (Xylose-induzierbarer Repressor XylR aus B. subtilis [135]) getestet
werden.

Bisher konnten jedoch nur die Konstrukte fiir die Insertion in das purH-Gen fertiggestellt
werden (Abb. 5.67, Tab. 5.30).
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Abb. 5.67: Bisher fertiggestellte Insertionsplasmide mit dem Ausgangsplasmid pG host4

Plasmid/Konstrukt Grofle AB-Resistenzen  Sonstige Gene Herkunft
pG host4 3785bp Em" E. Maguin (176, 177)
pGHostLmpurH/xyltet-cat 5357 bp Cm", Em" LmpurH, pG 'host4, S. Altrock
Promotor/Operator
xyl/tet (vor cat-Gen)
pGHostLipurH/xyltet-cat 5332bp Cm", Em" LipurH, pG'host4, S. Altrock
Promotor/Operator
xyl/tet (vor cat-Gen)
pGHosthly/TetR/QKm 7400 bp Km®, Em" hly, tetR pG 'host4, S. Altrock,
S. Link
pGHostilo/TetR/QKm 7400 bp Km®, Em" ilo, tetR pG 'host4, S. Altrock,
S. Link
pGHostsmcL/TetR/QKm 7300 bp Km", Em" smcL, tetR pGhost4, S. Altrock,

S. Link

Tab. 5.30: Uberblick iiber die pGHost-Konstrukte

Cm": Chloramphenicol-Resistenz Em": Erythromycin-Resistenz

Km®: Kanamycin-Resistenz

Stefanie Link wird nun im Rahmen ihrer Diplomarbeit die restlichen Plasmide fertig stellen

und auf Funktionalitit {iberpriifen.

Somit bleibt abzuwarten, ob das neu konzipierte positive Selektionssystem mit dem
ausgewahlten fetR-Repressor in Listeria funktioniert und hiermit die Deletionsfrequenz von
LIPI-1 und LIPI-2 bestimmt werden kann.
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6 Diskussion

Pathogenititsinseln (PAIs) sind bei gram-negativen Bakterien weit verbreitet, wohingegen sie
bisher filir gram-positive Pathogene selten beschrieben wurden (21, 24, 170, 201). Sie
zeichnen sich durch eine Reihe von charakteristischen Eigenschaften aus: PAIs tragen
Virulenzgene und sind nur in pathogenen Stimmen einer Art vorhanden. Oft variiert der
G+C-Gehalt im Vergleich zum restlichen Genom, was auf einen externen Ursprung hinweist.
Zudem finden sich an den Enden dieser meist gro3en Regionen hiaufig Direct Repeats, tRNA-
Gene und/oder Insertionselemente. Weitere Mobilititsgene wie Integrasen und Transposasen
oder auch Origins of Replication sind ebenfalls oft vorhanden. Ein weiteres wichtiges
Merkmal ist eine hdufige Instabilitdt dieser genetischen Regionen und es kann zu Verlust der
Pathogenititsinsel durch Deletion kommen (110, 111).

Das PrfA-abhingige Virulenzgencluster von Listeria spp. wird mittlerweile auch als
Pathogenitétsinsel (LIPI-1) bezeichnet, da es eine kompakte Region aus mehreren
Virulenzgenen darstellt, die in den apathogenen Arten nicht vorhanden ist. Allerdings weicht
der G+C-Gehalt von LIPI-1 nicht vom restlichen Genom ab und es sind keine Mobilitdtsgene
zu finden. An den Enden finden sich allerdings Bereiche mit Homologie zu Tn/545-
Integrationssequenzen (32). Dabei scheint es sich um einen stabilen Chromosomenabschnitt
zu handeln, sofern er durch horizontalen Gentransfer von anderen Bakterien erworben wurde,
muss dies lange zuriickliegen (146, 148, 261).

Im Gegensatz dazu wurde in L. ivanovii eine chromosomale Region entdeckt, die spontan
deletiert werden kann. Wie anfangs erwidhnt, zeigt die L. ivanovii Mutante GD-3 ein
Deletionsereignis, das nicht nur einmalig auftrat, sondern reproduzierbar in mehreren
Mutanten zu finden war. Weiterhin war schon bei Beginn dieser Arbeit deutlich, dass die
instabile Region einige Eigenschaften einer Pathogenitétsinsel besitzt. So liegen in ihr Gene
(smcL, i-inlF, i-inlE), fir die eine Beteiligung an der Virulenz bereits gezeigt wurde und die
nur in L. ivanovii zu finden sind, sie fehlen in L. monocytogenes und allen apathogenen
Listeria-Arten. (60, 69, 96).

Diese interessante Region - moglicherweise eine liber horizontalen Gentransfer erworbene
Pathogenititsinsel - wurde in Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern an der
"Universidad Complutense de Madrid”, insbesondere mit G. Dominguez-Bernal (60), genauer
analysiert, wobei sich dies auf die komplette deletierbare Region sowie benachbarte
Chromosomenbereiche erstreckte.
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6.1 Charakterisierung der L. ivanovii Mutante GD-3

Im Rahmen dieser Arbeit lag der Schwerpunkt der Analyse auf dem rechten, d.h. upstream
von smcL liegenden Bereich der Deletion (Kap. 5.1). Mittels Genome Walking,
nachfolgenden PCR- und Sequenzierungsreaktionen konnte ein 7,5 kb groler Genomabschnitt
identifiziert und charakterisiert werden, der rechts von smcL liegt und in der Mutante GD-3
grofBtenteils deletiert ist. In dieser Region finden sich 13 neue Open Reading Frames (Kap.
5.1.3, Abb. 5.6), die nur teilweise Homologien zu bekannten Genen in den Datenbanken
aufweisen. Zu erwéhnen sind die Gene ydel, rnaH und norA, fiir die sowohl in B. subtilis als
auch in anderen Listeria-Arten (L. monocytogenes und L. innocua) Homologien gefunden
wurden.

Das Gen ydel codiert fiir ein Protein unbekannter Funktion, das auch in B. subtilis vorkommt.
Als weiteres neues Gen findet man rnaH, das fiir eine ATP-abhéngige RNA-Helicase codiert.
Wie schon erwihnt, sind RNA-Helicasen am Abbau von mRNA durch das sog.
"Degradosom”, einem mRNA-Protein-Komplex aus verschiedenen Enzymen, beteiligt. Somit
haben sie eine wichtige Rolle beim Umsatz von mRNA und sollten essentiell fiir L. ivanovii
sein. Eine Deletion des genannten rnaH Gens hat jedoch keinen messbaren Einfluss auf die
Vitalitdt. Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist, dass es vermutlich noch weitere RNA-
Helicasen im Genom von L. ivanovii gibt. Bei B. subtilis z.B. findet man fiinf paraloge Gene.
Die Funktion der in dieser Arbeit identifizierten RNA-Helicase auf dem instabilen
Genomabschnitt konnte dann moglicherweise durch weitere RNA-Helicasen ersetzt werden
und somit entbehrlich sein. Sequenzanalysen des L. monocytogenes EGDe-Genoms zeigten,
dass sich zumindest in dieser Art tatséichlich mehrere Paraloge finden. Ahnliches kann also
auch fiir L. ivanovii angenommen werden.

Als drittes Gen wurde norA identifiziert, das fiir ein membransténdiges Protein mit grofer
Homologie zu Effluxpumpen codiert, die eine Rolle bei Antibiotikaresistenzen haben. Die
Funktion des norA Gens wurde in dieser Arbeit nicht ndher untersucht.

Auch fiir die restlichen Open Reading Frames finden sich zum Teil Homologien in den
Datenbanken. Allerdings ist hier der Grad der Identitdt geringer als bei den drei vorstehend
beschriebenen Proteinen (Kap. 5.1.3, Tab. 5.4). In L. monocytogenes und L. innocua konnten
fiir fast alle in L. ivanovii identifizierten Open Reading Frames Homologe gefunden werden
(Kap. 5.1.4, Tab. 5.5). Bei den meisten Proteinen liegt zudem ein hoher Grad an Identitét vor
(74 — 92 %). Ausnahmen sind die Open Reading Frames ORF3, ORF9A, ORF9B und
ORF9C, bei denen ein niedrigerer Identititsgrad besteht (27 — 47 % ).

ORF9A ist dhnlich zu einem Glucose-Aufnahmeprotein, ORF9B homolog zu einer
Oxidoreductase und ORF9C schlieBlich zeigt Ahnlichkeiten zu einem Transkriptionsregulator
aus der MerR-Familie.

Zu erwithnen ist noch ORF11, ein Open Reading Frame das Ahnlichkeit zu den Regulatoren
der FNR-CRP-Familie aufweist. Auch der pleiotrope Transkriptionsregulator PrfA
pathogener Listerien gehort dieser Familie von Transkriptionsregulatoren an (156, 167, 184).
Interessanterweise findet sich im Promotorbereich von ORF11 auch eine mdgliche PrfA-Box,
was typisch fiir prf4 selbst und die PrfA-regulierten Gene ist. ORF11 ist auch in der
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Genomsequenz von L. monocytogenes EGDe und L. innocua CLIP11262 zu finden, ist dort
allerdings groBer (219 AS) als bei L. ivanovii (115 AS). Auf Nukleinsdureebene reicht der
homologe Bereich jedoch iiber das Stopcodon von L. ivanovii-ORF11 hinaus, d.h. liber die
gesamte Nukleinsduresequenz des 219 AS-Proteins von L. monocytogenes und L. innocua
findet sich hohe Homologie zu der L. ivanovii-Sequenz. Vermutlich ist also durch Mutation
ein Stopcodon in die L. ivanovii-ORF11-Sequenz eingefiihrt worden. Welchen Einfluss diese
Verdnderung in ORF11 im Vergleich zu L. monocytogenes und L. innocua allerdings haben
konnte, ist nicht geklirt, denn die Funktion von ORF11 ist auch bei L. monocytogenes und L.
innocua noch unbekannt.

Da fiir die meisten in L. ivanovii neu identifizierten ORFs homologe Proteine in L.
monocytogenes und L. innocua vorliegen, wurde der Aufbau dieser Region in den beiden
Arten anhand der vorliegenden Gesamt-Genomsequenz im Detail analysiert. Dabei stellte sich
heraus, dass hier nicht alle Gene wie bei L. ivanovii in einem zusammenhingenden
Genomabschnitt liegen, sondern teilweise verstreut im Chromosom zu finden sind.

In L. monocytogenes ist der Genomabschnitt &hnlich wie in L. ivanovii aufgebaut (Kap. 5.1.4,
Abb. 5.9). Abweichungen finden sich wie schon erwédhnt bei ORF3 und ORF11, die in der
GroBe von den entsprechenden L. ivanovii-ORFs abweichen. Zudem findet man in L. ivanovii
zwischen ORF9 und ORF10 die drei zusitzlichen Open Reading Frames ORF9A, ORF9B
und ORFIC, die bei L. monocytogenes nicht an dieser Stelle zu finden sind. Hier existieren
nur die ORFs ORF9 und ORF10. Allerdings wurden zu diesen drei zusitzlichen ORFs
Homologe an anderer Stelle im L. monocytogenes-Genom gefunden. Diese zeichnen sich
durch einen niedrigen Identitdtsgrad (41 — 47 %) aus und werden zum Teil von im Rahmen
dieser Arbeit interessanten Genen flankiert. So findet man benachbart zu dem ORF9A-
Homolog mehrere putative Peptidoglykan-Bindungsproteine mit LPXTG-Motiv, von denen
eines Homologie zu den Internalinproteinen von L. monocytogenes aufweist. AuBerdem
liegen mehrere Proteine, die dhnlich zu Transposasen bzw. deren C- oder N-Terminus sind, in
dieser Region. Das mdgliche Homolog zu ORF9B liegt in L. monocytogenes unmittelbar
benachbart zu den zwei schon bekannten grofen Internalinen InlA und InIB. Das ORF9C-
Homolog schlieBlich wird von einer putativen Oxidoreductase und einem GTP-
Bindungsprotein flankiert.

Die zu ORF9A/B benachbarten Gene fiir Repeat-reiche Proteine (einschlieBlich Internalin A
und B), die auch auf DNA-Ebene repetitiv sind, sowie die ebenfalls benachbarten
Transposasen lassen vermuten, dass diese Regionen bevorzugte Orte von
Rekombinationsereignissen sein konnten. Dies konnte erkldren, warum diese ORFs in L.
ivanovii und L. monocytogenes an unterschiedlichen Stellen im Chromosom vorliegen.

In L. innocua trifft man im Gegensatz zu L. monocytogenes auf groflere Abweichungen (Kap.
5.1.4, Abb. 5.9). Ebenso wie in L. monocytogenes findet man in L. innocua fiir ORF3 und
ORF11 Homologe von anderer Grofe. Zudem fehlt zwischen rnaH und ORF9 das Open
Reading Frame ORFS. Stattdessen existiert hier ein Bereich, der zwar in der Linge ORFS8
entspricht, jedoch keine grofleren durchgehenden Leseraster enthélt. Vermutlich ist also hier
durch Mutationen zu einer Anhdufung von Stopcodons gekommen. Auch die drei ORFs
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ORF9A, ORF9B und ORFIC fehlen bei L. innocua in dem untersuchten Genomabschnitt und
finden sich an anderen Stellen im Genom wieder. Ebenso wie in L. monocytogenes ist das
ORF9A-Homolog benachbart zu einem Peptidoglykan-Bindungsprotein, Gene fiir
Transposasen sind allerdings nicht vorhanden. Auch bei den ORF9B- und ORF9C-
Homologen findet man die gleichen flankierenden Gene wie in L. monocytogenes.

Zwischen ORF6 und ORF7 liegen weitere vier zusitzliche Open Reading Frames, die nur in
L. innocua zu finden sind. Uber deren Funktion ist noch nichts bekannt und es wurden auch
keine Homologien zu anderen Proteinen gefunden.

Fiir die beiden Arten L. seeligeri und L. welshimeri sind noch keine vollstindigen
Genomsequenzen verfiigbar, daher wurde hier der fragliche Bereich zunichst mittels PCR
kartiert. Dabei zeigte sich, dass die meisten der neu identifizierten Open Reading Frames
rechts von LIPI-2 auch in L. seeligeri und L. welshimeri vorhanden sind und zudem in
gleicher Anordnung wie bei den anderen untersuchten Arten vorliegen (Kap. 5.4.2, Abb.
5.35). Ausnahme bilden, wie schon in L. monocytogenes und L. innocua, die drei Open
Reading Frames ORF9A, ORF9B und ORFIC, die auch bei L. seeligeri und L. welshimeri
nicht in diesem Genomabschnitt nachweisbar waren. Diese sind also offenbar erst spit im
Verlauf der Evolution aufgrund von Rekombinationsereignissen an ihre heutige Lage auf den
jeweiligen Chromosomen gelangt.

Dieser Vergleich des in L. ivanovii dem i-inl//smcL-Locus (LIPI-2) benachbarten
Genomabschnitts zeigt also eine nur geringe Variabilitdt zwischen den drei in diesem Bereich
vollstindig sequenzierten Arten L. ivanovii, L. monocytogenes und L. innocua und den PCR-
kartierten Arten L. seeligeri und L. welshimeri. Mit wenigen Ausnahmen konnte bisher den
hier aufgefundenen ORFs keine Funktion zugeordnet werden, somit kann auch keine Aussage
iber eine mogliche Beteiligung an der Pathogenitit getroffen werden. Das Vorkommen auch
in den apathogenen Arten spricht jedoch eher gegen eine solche Annahme.

Listeria ivanovii Pathogenititsinsel 2 (LIPI-2)

In Zusammenarbeit mit G. Dominguez-Bernal konnten der gesamte in der L. ivanovii Mutante
GD-3 deletierte Bereich sowie ein grofler angrenzender Chromosomenabschnitt
charakterisiert werden. Die Sequenzanalyse des Bereichs links von ydel und ein Vergleich mit
den verdffentlichten Genomsequenzen von L. monocytogenes |/ L. innocua erbrachte
folgendes Ergebnis: Sowohl in L. monocytogenes als auch in L. innocua liegt links von ydel
ein zu ysnB von B. subtilis homologes ORF. Dieses wird in allen drei verglichenen Listeria-
Arten rechts von einem Arginin-tRNA-Gen flankiert, gefolgt von einem ORF mit geringer
Homologie zu ORF3 von L. ivanovii, deshalb auch hier als ORF3 bezeichnet.. Bei L. innocua
findet sich links von ORF3 noch ein ORF mit Ahnlichkeit zu den groBen Internalinen von L.
monocytogenes (Kap. 5.1.4, Abb. 5.9). Beim L. ivanovii Typstamm ATCC19119 konnte G.
Dominguez-Bernal links von den bereits bekannten Genen smcL, i-inlF' und i-inlE sechs
weitere Gene flr kleine Internaline (i-inlL, i-inlK, i-inlJ, i-inll, i-inlH und i-inlG) sowie
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erstmals in L. ivanovii zwei Gene fiir gro3e Internaline (i-inlB2, i-in/B) identifizieren (Kap.
5.2, Abb. 5.10, [60]). All diese Gene sind spezifisch fiir L. ivanovii und kénnen in anderen
Listeria-Arten nicht nachgewiesen werden. Weiterhin konnte fiir einige dieser Gene schon
gezeigt werden, dass sie Virulenz-assoziiert sind (60, 69, 95).

Deshalb definierte G. Dominguez-Bernal den ca. 22 kb groBen Internalin/SmcL-Locus als
neue Pathogenitétsinsel LIPI-2 (Listeria ivanovii Pathogenitétsinsel 2). Diese erstreckt sich
iiber das linke Ende der Deletion in der Mutante GD-3 hinaus und wird, wie erwihnt, von
einem tRNA-Gen begrenzt (Kap. 5.3, Abb. 5.22), was ein weiteres hiufiges Merkmal von
Pathogenititsinseln ist. Zudem weicht LIPI-2 in seinem G+C-Gehalt deutlich von dem
anderer chromosomaler Bereich ab.

Der Bereich von LIPI-2 und den angrenzenden ORFs ist, wie mehrfach erwéhnt, teilweise
spontan deletierbar und die hier befindlichen Internalingene sind sowohl in sich als auch
untereinander repetitiv, so dass zu vermuten war, dass er zu Rekombinationen neigt. Zur
Klérung der Frage, wie konserviert diese Region innerhalb der Art L. ivanovii ist, wurde in
Zusammenarbeit mit Petra Herrmann das Vorhandensein und die Lage der LIPI-2-Gene und
der angrenzenden Open Reading Frames in verschiedenen Stimmen mittels PCR-Kartierung
untersucht (Kap. 5.1.4, [114]). Dabei kam Petra Herrmann zu dem Ergebnis, dass alle Gene
des Typstamm L. ivanovii ATCC19119, wenn auch bisweilen mit Sequenzabweichungen, in
allen untersuchten Stdmmen vorhanden sind, meist auch in gleicher Anordnung. Nur in
wenigen Fillen konnte deren Lage nicht vollstindig geklédrt werden.

Auffillig in dieser Internalin-reichen Region ist das kleine Internalin i-InlG. Es zeichnet sich
durch die charakteristischen Merkmale der kleinen Internaline aus (Signalpeptid und Leucin-
reiche Repeat-Region), ist aber wesentlich gréBer und besitzt zudem einen zweiten Bereich
aus Leucin-reichen Repeats (Kap. 5.2.2, Abb. 5.12). Betrachtet man den Aufbau dieses
Proteins, so konnte das zugehdrige Gen i-inlG das Fusionsprodukt aus zwei kleinen einzelnen
Internalingenen sein, wobei die Sequenz fiir das Signalpeptid des zweiten Gens verloren
gegangen ist. In dieser Arbeit wurde das i-in/G-Gen von drei weiteren L. ivanovii-Stimmen
unterschiedlicher Herkunft (Spanien, Neuseeland) bzw. Subspezies (L. ivanovii subsp.
ivanovii bzw. subsp. londoniensis) untersucht. Es stellte sich heraus, dass i-in/G in allen
untersuchten Isolaten nachweisbar ist und sowohl auf Nukleinsdure- als auch
Aminosdureebene nahezu identisch aufgebaut ist. Somit liegt zumindest in den untersuchten
Listeria-Stimmen der gleiche zusammengesetzte Aufbau von i-in/G vor. Falls i-inl/G aus zwei
einzelnen kleinen Internalingenen entstanden sein sollte, so muss dieses Ereignis schon ldnger
zuriickliegen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass LIPI-2 trotz der vielen hoch homologen
Internalingene eine innerhalb der Art hoch konservierte Pathogenitétsinsel ist. Dies spricht fiir
eine essentielle Funktion der zahlreichen Internaline.
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Analyse der Deletionsbruchpunkte in der L. ivanovii Mutante GD-3 und des ysnB/ydel-
Bereichs in anderen Listeria-Arten

Interessanterweise stimmen die Bruchpunkte der in der Mutante GD-3 (und in den anderen
Mutanten gleichen Phédnotyps) aufgetretenen Deletion nicht mit den Grenzen von LIPI-2
iberein. Auf der rechten Seite befindet sich der Bruchpunkt innerhalb des nor4-Gens (Kap.
5.1.5, Abb. 5.10), auf der linken Seite in der intergenischen Region zwischen i-inlJ und i-in/l
(Kap. 5.2.4, Abb. 5.20). Auf beiden Seiten findet man ein nahezu identisches, nicht-perfektes
und AT-reiches Palindrom mit zentralem "CTA” unmittelbar am Bruchpunkt. Diese Struktur
konnte also die Zielsequenz fiir eine, allerdings bisher nicht identifizierte Rekombinase
darstellen, die mit niedriger Frequenz eine spezifischen Deletion bewirkt.

Die gesamte Deletion der Mutante GD-3 besitzt eine Grofle von 17,5 kb und weist eine
interessante Zweiteilung auf (Kap. 5.2.4, Abb. 5.21). Im rechten, in dieser Arbeit analysierten
Abschnitt der Deletion findet man verschiedene Gene bzw. Open Reading Frames, die in
dhnlicher bzw. leicht verdnderter Anordnung auch in vier weiteren Listeria-Arten vorliegen.
Hochstwahrscheinlich sind diese nicht Virulenz-assoziiert sind (Kap. 5.1.4). Auch weitere, fiir
Pathogenititsinseln typische Merkmale (110) wie abweichender G+C-Gehalt, das
Vorkommen von tRNA-Genen oder Mobilititselementen findet man in diesem Bereich nicht.
Vermutlich wurden also durch die Insertion von LIPI-2 (siche unten) zwei Rekombinase-
Zielsequenzen in entsprechende rdumliche Nachbarschaft gebracht, jedoch ist auch eine
spatere Evolution dieser Zielsequenzen nicht auszuschlieBBen.

Wie erwihnt, findet sich in L. monocytogenes zwischen ysnB und ydel als codierende Region
nur ORF3, dahingegen trégt L. innocua links von ORF3 ein zusétzliches Open Reading Frame
mit Homologie zu den grof3en Internalinen von L. monocytogenes.

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie dieser Bereich in den beiden Listeria-Arten L. seeligeri
und L. welshimeri aufgebaut ist, fiir die noch keine vollstindigen Genomsequenzen verfiigbar
sind. Dazu wurde der fragliche Bereich mittels PCR kartiert, wobei in beiden Arten zunéchst
nur die Anwesenheit der Gene ysnB und ydel nachgewiesen werden konnte. Ein Amplifikat
fiir einen, wie bei L. monocytogenes und L. innocua, dazwischen liegenden, kurzen
Genomabschnitt konnte jedoch nicht erhalten werden. Somit scheint sich zwischen diesen
beiden Genen eine groflere chromosomale Region zu befinden, die aufgrund ihrer GroBe nicht
amplifizierbar war. Alternativ konnten sich diese beiden Gene in L. seeligeri und/oder in L.
welshimeri auch iiberhaupt an weit voneinander entfernten Genorten befinden. Deshalb wurde
in einem zweiten Ansatz begonnen, die angrenzenden Bereiche mittels Genome Walking zu
charakterisieren. In L. seeligeri wurde, dhnlich wie bei L. innocua, ein Peptidoglykan-
Bindungsprotein mit Homologie zu groB3en Internalinen benachbart zu ysnB gefunden. Bei L.
welshimeri findet man rechts von ysnB ein Protein mit Homologie zu den
Transkriptionsregulatoren aus der TetR/AcrR-Familie, an das sich ein weiteres Protein mit
Ahnlichkeit zum SugE-Protein, einem Transmembran-Chaperone von E. coli, anschlieft
(Kap. 5.4.3, Abb. 5.39). Bisher konnte auch mit dieser Methode nicht geklért werden, ob ysnB
und ydel in Nachbarschaft zueinander liegen.
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Wie vorstehend schon fiir L. monocytogenes und L. innocua dargestellt, weist diese
Genomregion in allen untersuchten Listeria-Arten eine hohe Variabilitit auf. Auffillig ist
jedoch, dass die zwei unterschiedlichen genetischen Gruppen angehorenden Arten L. innocua
und L. seeligeri in diesem Bereich Gene mit Verwandtschaft zu denen der grof3en Internaline
von L. monocytogenes und L. ivanovii tragen, die ihrerseits jeweils einer dieser beiden
genetischen Gruppen angehoren. Es kann daher spekuliert werden, dass ein gemeinsamer
Vorfahre an dieser Stelle bereits ein solches Gen trug, das bei der Evolution von L. ivanovii
als Zielsequenz fiir die Insertion der Ursprungsgene von LIPI-2 diente. In L. monocytogenes
und moglicherweise in L. seeligeri miisste dieses Gen dann spéter deletiert bzw. transloziert
worden sein.

Dass in L. ivanovii mit LIPI-2 ein weiteres grof3es, Virulenz-assoziiertes und PrfA-reguliertes
Gencluster zusidtzlich zu LIPI-1 (und dem i-inlCD-Locus) aufgefunden wurde, wirft
interessante Fragen nach der Herkunft und Evolution des PrfA-Regulons bei Listerien auf.
Die Tatsache, dass Cluster von gemeinsam durch PrfA regulierten Genen an
unterschiedlichen Stellen des Chromosoms gefunden wurden, spricht zunichst gegen die
verbreitete Annahme, dass all diese Bereiche durch horizontalen Gentransfer von anderen
Bakterien erworben wurden. Zudem tragt LIPI-1, wenn iiberhaupt, nur rudimentire Spuren
eines solchen Ereignisses, anders jedoch LIPI-2 (und i-inlCD). Sofern nicht alle genannten
Gengruppen ihren Ursprung in Listeria haben, ist folgende Entwicklung denkbar: Zunichst
wurde ein Vorlaufer von LIPI-1 (es sei an die unterschiedliche Struktur dieses Bereichs in L.
seeligeri erinnert) aufgenommen, dessen Eigenschaften sich im Verlauf der Evolution an das
"Wirtschromosom" angepasst haben. Spiter wurde dann LIPI-2 (und i-inlCD) erworben, das
noch deutliche Merkmale eines urspriinglich mobilen Elements externen Ursprungs aufweist
(Néhe zu einem tRNA-Gen, abweichender G+C-Gehalt und spontane Deletierbarkeit). Durch
Adaption an die fakultativ intrazellulire Lebensweise kamen dann diese Gene unter den
Einfluss von PrfA. Dafiir spricht, dass die Regulation der Gene in LIPI-2 offensichtlich noch
komplexer als die von LIPI-1 ist und deutlich von weiteren Faktoren als allein PrfA reguliert
wird, siche dazu das nachfolgende Kapitel (Kap. 6.2).
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6.2 Analyse der Genexpression in L. ivanovii mittels RT-PCR

Ein weiteres Hauptziel dieser Arbeit war es, die neu identifizierten Gene bzw. Open Reading
Frames auf Transkriptionsebene zu untersuchen, um Aufschliisse iiber deren Regulation zu
erhalten. Fiir alle Internalingene bis auf i-in/B wurden in ihrem Promotorbereich PrfA-Boxen
gefunden (Kap. 5.2.2, Tab. 5.7), so dass anzunechmen war, dass ihre Expression durch den
Transkriptionsregulator PrfA beeinflusst wird. Bei den zu LIPI-2 benachbarten Open Reading
Frames konnte hingegen nur fiir ORF11 eine putative PrfA-Box identifiziert werden (Kap.
5.1.3, Tab. 5.4). Um Aussagen iiber die PrfA-Abhéngigkeit der untersuchten Gene machen zu
konnen, wurden in allen Versuchsansitzen L. ivanovii ATCC19119 (Typstamm) und die
PrfA-Mutante PDC22 (AprfA4), bei der das prf4-Gen deletiert ist (157), parallel untersucht.

Mittels verschiedener Kulturbedingungen (20°C/37°C, Voll-/Zellkulturmedium) wurden
einige Eigenschaften einer L. ivanovii-Infektion "simuliert" (37°C Korpertemperatur im
infizierten Wirt im Vergleich zu 20°C in der Umwelt, Nihrstoffbedingungen in den
infizierten Zellen). Hier war schon frither fiir L. monocytogenes gezeigt worden, dass solche
Bedingungen in einer Induktion der Gene des PrfA-abhiangigen Virulenzgenclusters LIPI-1
resultieren (15, 16, 250). Wie ebenfalls frither schon fiir L. monocytogenes gezeigt (31),
lassen diese Bedingungen jedoch nur beschrinkt Vergleiche mit den natiirlichen Wachstums-
bzw. Infektionsbedingungen zu. Deshalb wurden zusétzlich Infektionsversuche mit
verschiedenen permanenten Zelllinien (MDBK, TIB-73 und J774) durchgefiihrt und auch hier
die Genexpression bestimmt.

Als Methode zur Bestimmung der Transkriptionsstirke wurde die sog. RT-PCR (Reverse-
Transkription/Polymerase-Kettenreaktion) eingesetzt, mit der auf die synthetisierten mRNA-
Mengen und damit auf die Transkriptionsstirke der untersuchten Gene riickgeschlossen
werden kann.

Nach den Sequenzanalysen von G. Dominguez-Bernal finden sich in LIPI-2 potentielle
Terminatoren nicht nach jedem Internalingen, sodass deren Transkription mdglicherweise
nicht nur monocistronisch, sondern eventuell auch polycistronisch erfolgt (Kap. 5.2.1).
Deshalb wurde mit der Methode der RT-PCR zusitzlich geklirt, in welcher Form die mRNA
der LIPI-2-Gene vorliegt.

Nachweis polycistronischer Transkripte der Internalingene

Aufgrund der Lage der Terminatoren sind drei polycistronische Transkripte der
Internalingene moglich: i-inlB2/L/K, i-inlJ/I/H/G und i-inlF/E.

Fiir das mogliche polycistronische Transkript i-inlB2/L/K konnten fir i-in/B2/L und i-inlL/K
bicistronische Transkripte nachgewiesen werden, eine tricistronische mRNA konnte nicht
detektiert werden. Ahnliches sieht man fiir i-inlJ/I/H/G, wo man fiir i-inlJ/I und i-inll/H
Transkripte nachweisen konnte, jedoch nicht fiir i-in/H/G und den gesamten Bereich. Fiir i-
inlF/E schlieBlich erhielt man eine bicistronische mRNA (Kap. 5.5.2).
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So ist die Frage nach der Art der Transkripte nicht vollstindig geklart. Fiir i-inlF/E liegt nicht
nur monocistronische, sondern auch bicistronische mRNA vor. Bei den beiden anderen
fraglichen Bereichen konnten auch nur bicistronische Transkripte nachgewiesen werden. Dies
bedeutet jedoch nicht zwangsldufig, dass kein polycistronisches Transkript vorliegt, sondern
kann auch daran liegen, dass eine polycistronische mRNA aufgrund ihrer Lénge von iiber 1,5
kb und mdglicherweise geringe Menge durch Reverse Transkription eventuell nicht mehr
nachgewiesen werden konnte.

Vergleich der Genexpression in L. ivanovii nach Wachstum bei 20°C und 37°C

Es konnte beim Kooperationspartner in Madrid gezeigt werden, dass bei einem Wachstum
von L. ivanovii bei 37°C im Vergleich zu 20°C die Expression bestimmter Gene induziert
wird, d.h. eine stirkere Transkription dieser Gene zu beobachten ist. Deshalb wurde die
Expression der LIPI-2-Gene, der sie flankierenden ORFs sowie der Virulenzclustergene nach
Wachstum bei 20°C und 37°C untersucht (Kap. 5.5.3). 20°C sollte hier die Temperatur in der
Umwelt, 37°C die Temperatur im infizierten Sdugerwirt darstellen.

Betrachtet man die Expression der LIPI-2-Internalingene (Kap. 5.5.3, Abb. 5.45, Tab. 5.16)
im wildtypischen L. ivanovii ATCC19119, so werden alle Gene mit Ausnahme von i-in/E bei
37°C stiarker exprimiert. Bei 20°C erfolgt zum Teil nur eine schwache Transkription (i-inlL, i-
inlB, i-inlH), woraus man schliefen konnte, dass die zugehorigen Proteine in der Umwelt
nicht benotigt werden. Man kann bei allen Internalingenen (auBer i-in/E) deutlich mehr
mRNA nach Wachstum bei 37°C erkennen. Somit scheinen die Internaline bei einer
Temperatur, die der Korpertemperatur eines Sdugerwirts entspricht, mehr benétigt zu werden
und sind daher vermutlich wichtig fiir eine Infektion. Auffallend ist jedoch i-inlE, das
insgesamt am stirksten von allen Internalingenen exprimiert wird, allerdings eine
entgegengesetzte Temperaturabhéngigkeit zeigt. Dies war erstaunlich, denn fiir i-inl/E konnte
schon gezeigt werden, dass es essentiell fiir eine Infektion ist und seine Deletion zu Avirulenz
von L. ivanovii fihrt (69). Somit hdtte man vor allem bei i-in/E einen Anstieg unter
"Infektionsbedingungen" erwartet. Eine mogliche Erklarung wire, dass i-inlE nicht nur
essentiell fiir eine erfolgreiche Infektion ist, sondern auch fiir das Uberleben in der natiirlichen
Umgebung wichtig sein konnte. Hierfiir spricht die starke Expression bei beiden
Wachstumstemperaturen. Durch welche Regulationsmechanismen es zu der beobachteten
Repression der i-inlE-Transkription bei 37°C kommt, musste ungeklért bleiben. Interessant
ist, dass sich ein gleiches Bild in der Aprf4-Mutante ergibt. Auch hier wird i-in/E bei 20°C
stairker exprimiert als bei 37°C. Somit scheint die reprimierende Wirkung auf die
Transkription bei 37°C bzw. eine Induktion bei 20°C auf einem PrfA-unabhingigen
Mechanismus zu beruhen. Das fiir i-in/E in allen RT-PCRs gefundene kleine PCR-Produkt
stellt vermutlich das Resultat eines Artefaktes bei der cDNA-Synthese dar, da es mit
chromosomaler DNA als Template nicht auftrat.
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Vergleicht man die Expression der Internalingene im wildtypischen L. ivanovii mit der in L.
ivanovii AprfA, so findet man fiir alle Gene im Wildtyp eine stirkere Transkription verglichen
mit der prfA-Mutante. Dies war auch zu erwarten, da alle Internalingene (bis auf i-in/B) eine
PrfA-Box (Kap. 5.2.2, Tab. 5.7) besitzen. Fiir die Internalingene i-in/B2, i-inlL und i-inlK
findet man allerdings nur geringe Unterschiede in den mRNA-Mengen. Die zugehdrigen
PrfA-Boxen weisen Abweichungen zur Konsensussequenz auf (2 bzw. 3 mismatches).
Betrachtet man hingegen i-inll, das nur einen Basenaustausch in seiner PrfA-Box aufweist, so
findet in der Mutante verglichen mit dem Wildtyp nur eine sehr schwache Genexpression
statt. Anders als fiir die Virulenzclustergene (LIPI-1) von L. monocytogenes gezeigt (15, 16,
31) und auch fiir LIPI-1 von L. ivanovii (siche unten), korreliert beim Vergleich zweier
unterschiedlicher Wachstumstemperaturen die PrfA-Abhéngigkeit der Transkription der LIPI-
2 Internalingene negativ mit der Zahl der Abweichungen von der Konsensus-Sequenz (siche
aber nachstehend "MEM-Shift").

Auftillig ist auch hier wieder i-inl/E, das trotz perfekter PrfA-Box auch in der Aprf4-Mutante
stark exprimiert wird, was ebenfalls darauf hindeutet, dass weitere PrfA-unabhingige
Regulationsmechanismen eine Rolle spielen. Uberraschenderweise wird die Expression von i-
inlB, das keine PrfA-Box besitzt, offensichtlich — wobei eine indirekte Wirkung anzunehmen
ist — von PrfA beeinflusst, denn im Wildtyp erhdlt man bei 37°C deutlich mehr mRNA als bei
der prf4-Mutante.

Interessant ist zudem, dass sich die Expressionsmuster derjenigen Internalingene &hneln, die
moglicherweise polycistronisch transkribiert werden (Kap. 5.5.2). So zeigen i-inlB2, i-inlL
und i-inlK, sowie i-inlJ, i-inll, i-inlH und i-inlG jeweils ein gleiches Bild bei der
Transkription. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass diese Gene mdglicherweise
polycistronisch transkribiert werden und eine gemeinsame Regulation besitzen.

Zusétzlich zu den LIPI-2-Internalingenen wurden die beiden an anderer Stelle im L. ivanovii-
Genom liegenden Gene i-in/C und i-inlD untersucht (Kap. 5.5.3, Abb. 5.46, Tab. 5.17). Auch
hier findet man beim Wildtyp eine stirkere Expression beider Gene als in der prf4-Mutante,
was wieder auf eine PrfA-regulierte Transkription hindeutet. Zudem werden beide Gene im
Wildtyp bei 37°C stirker exprimiert als bei 20°C und konnten somit wie die oben erwihnten
Internalingene eine Rolle im Infektionsgeschehen spielen.

Betrachtet man die Expression der an LIPI-2 grenzenden ORFs (Kap. 5.5.3, Abb. 5.47, Tab.
5.18), so zeigt sich erwartungsgemill, dass bei den meisten Genen kein signifikanter
Unterschied in den mRNA-Mengen zwischen L. ivanovii AprfA und L. ivanovii Wildtyp zu
sehen ist. Zudem sind nur geringe Expressionsunterschiede bei den beiden untersuchten
Wachstumstemperaturen zu detektieren. Interessanterweise wird auch ORF11, ein Homolog
zu den Transkriptionsregulatoren aus der FNR-CRP-Familie (incl. prf4), in Mutante und
Wildtyp gleich stark exprimiert. ORFI11 besitzt als einziges der neu identifizierten Open
Reading Frames eine mogliche PrfA-Box mit zwei Abweichungen von der Konsensussequenz
(Kap. 5.1.3, Tab. 5.4).
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Bei den Virulenzclustergenen (LIPI-1) schlieBlich kann eine deutliche PrfA-Abhéngigkeit der
Expression bei beiden Wachstumstemperaturen beobachtet werden (Kap. 5.5.3, Abb. 5.48,
Tab. 5.19). In der AprfA-Mutante ist eine deutlich schwéchere Transkription der Virulenzgene
zu sehen als im Wildtyp. Weiterhin wird eine erhohte Expressionsrate nach Wachstum bei
37°C beobachtet. Dieses Expressionsmuster entspricht dem frither schon fiir LIPI-1 von L.
monocytogenes beschriebenen.

Eine Untersuchung der beiden Gene iap und smcL, die keine PrfA-Box besitzen, zeigte, dass
diese beiden Gene in L. ivanovii AprfA und L. ivanovii WT gleich stark exprimiert werden
(Kap. 5.5.3, Abb. 5.49, Tab. 5.20). Fiir iap erhilt man in beiden Listeria-Stammen fiir beide
untersuchten Temperaturen eine gleich starke Transkription. Fiir iap bzw. das zugehorige
Protein p60 konnte gezeigt werden, dass es an der Invasion beteiligt ist (150). AuBerdem
besitzt es eine Mureinhydrolaseaktivitdt, die in einem spéten Schritt der Zellteilung bendtigt
wird und somit essentiell fiir normales Wachstum der Bakterien ist (271). Somit ist plausibel,
dass iap konstant unter verschiedenen Bedingungen exprimiert wird.

Das fiir die Sphingomyelinase codierende Gen smcL jedoch zeigt einen deutlichen
Expressionsunterschied zwischen 20°C bzw. 37°C. Sowohl bei L. ivanovii AprfA als auch bei
L. ivanovii WT wird smcL bei 37°C deutlich stirker exprimiert als bei 20°C. Dies ist ein
Hinweis darauf, dass smcL auch in vivo verstédrkt bei erhohter Temperatur, d.h. nach Infektion
eines geeigneten Wirts, transkribiert wird.

Vergleich der Genexpression in L. ivanovii mit und ohne '""MEM-Shift"

Es konnte schon friither gezeigt werden, dass PrfA-abhingige Gene von L. monocytogenes und
L. ivanovii bei einem Uberfiihren der Bakterienkultur von Bakterienvollmedium (BHI) in das
Zellkulturmedium "Minimum Essential Medium" (MEM) transkriptionell hochreguliert
werden (15, 16, 67, 250). Zu den PrfA-kontrollierten Genen von L. ivanovii zéhlen neben den
schon von L. monocytogenes bekannten Virulenzclustergenen eine Reihe kleiner, sekretierter
Internaline (i-InlC, i-InlD, i-InlE und i-InlF, [59, 67, 68, 69]).

Deshalb wurde iiberpriift, ob die neu identifizierten LIPI-2-Internalingene, die mit Ausnahme
von i-inlB alle eine PrfA-Box besitzen, nach einem sog. "MEM-Shift” eine erhohte
Expression zeigen. Dabei wird davon ausgegangen, dass der "MEM-Shift” das Milieu im
Zytoplasma einer eukaryotischen Wirtszelle wiahrend einer Infektion simuliert und so zu einer
Induktion der Transkription PrfA-abhéngiger Gene fiihrt.

Betrachtet man vergleichend die Expression der LIPI-2-Internalingene, so kann man
feststellen, dass die meisten Gene wie schon bei Untersuchung unterschiedlicher
Wachstumstemperaturen in der prf4-Mutante nur schwach transkribiert werden (Kap. 5.5.4,
Abb. 5.50, Tab. 5.21), auch die Gene fiir i-in/B2, L und K, die beim Vergleich zweier
Wachstumstemperaturen zwar temperaturabhdngig, aber in Wildtyp und Mutante kaum
unterschiedlich transkribiert wurden. Eine Ausnahme ist wieder i-in/E, das auch in der
Mutante eine deutliche Expression zeigt. Auch hier wird das Gen i-in/B, das keine PrfA-Box
besitzt, in der Mutante deutlich schwécher transkribiert.
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Im wildtypischen L. ivanovii kann man nur bei i-inlB2, i-inlL, i-inlJ, i-inlF und i-inlE eine
induzierende Wirkung des "MEM-Shifts" erkennen, d.h. diese Gene werden dhnlich wie die
bekannten PrfA-abhidngigen Gene reguliert. Bei den beiden Internalinen i-in/K und i-in/B ist
kein Expressionsunterschied zu erkennen.

Unerwarteterweise wurde sowohl in L. ivanovii WT wie auch bei der prf4-Mutante fiir i-inll,
i-inlH und i-inlG eine verminderte Transkription nach Uberfiihren in das Zellkulturmedium
beobachtet. Dass dieses Medium auch eine reprimierende Wirkung auf die Expression PrfA-
regulierter Gene haben kann, wurde bisher noch nicht beschrieben.

Untersuchung der beiden kleinen Internaline i-in/C und i-in/D zeigte wiederum eine deutliche
PrfA-Abhéngigkeit (Kap. 5.5.4, Abb. 5.51, Tab. 5.22). Beide Gene werden in der prf4-
Mutante nur schwach exprimiert und es kommt nach "MEM-Shift" zu einer erhdhten
Transkription der beiden Gene im wildtypischen L. ivanovii.

Bei Uberpriifung der Expression der zu LIPI-2 benachbarten Open Reading Frames fand man
ebenso wie bei der Untersuchung unterschiedlicher Wachstumstemperaturen keine
signifikanten Transkriptionsunterschiede zwischen Voll- und Zellkulturmedium (Kap. 5.5.4,
Abb. 5.52, Tab. 5.23). Bis auf ORF8 werden alle Open Reading Frames in L. ivanovii WT
und Aprf4 gleich stark exprimiert. Dies bedeutet, wie schon aus den vorhergehenden
Ergebnissen abgeleitet, dass diese Gene vermutlich keine Rolle im Infektionsverlauf spielen.
ORF8 zeigt als einziges Gen in der prf4-Mutante sogar eine erhohte Expression. Worauf dies
jedoch zuriickzufiihren sein konnte, ist vollig unklar und es ist auch keine mdgliche Funktion
dieses Gens bzw. des zugehorigen Proteins bekannt, da bisher keine Homologien in den
Datenbanken gefunden werden konnten. Fiir die Open Reading Frames ORF3 und ORFS,
sowie fiir das Gen ydel lisst sich eine Erhohung der Transkriptionsrate nach Uberfiihren der
Bakterien in MEM nachweisen. Da diese Gene aber anscheinend nicht PrfA-abhéngig
exprimiert werden (sie besitzen keine PrfA-Box und werden in der prf4-Mutante genauso
stark wie im Wildtyp exprimiert), muss es noch andere Regulationsmechanismen geben, die
ebenso wie PrfA durch ein Uberfiihren in das Zellkulturmedium aktiviert werden und so die
Expression dieser Gene positiv beeinflussen.

Bei den restlichen Genen ist in der Deletionsmutante AprfA4 eher das Gegenteil zu beobachten.
Hier fiihrt ein "MEM-Shift" zu einer Reduktion der Transkription. Welche Mechanismen
allerdings beteiligt sind, ist bisher unklar.

Fiir die Expression der Virulenzclustergene in LIPI-1 schlieSlich konnte wiederum gezeigt
werden, dass diese Gene PrfA-abhéngig transkribiert werden (Kap. 5.5.4, Abb. 5.53, Tab.
5.24). Weiterhin kann man fiir plcA, mpl, actA und plcB eine deutliche Induktion der
Transkription nach Wachstum der Bakterien in Zellkulturmedium im Vergleich zum
Wachstum in BHI feststellen. Abweichend sind ilo und prfA4. Fiir ilo kann man in BHI und
MEM keine unterschiedliche Expression feststellen. Dies kann zum einen daran liegen, dass
ilo auch von einem PrfA-unabhédngigen Promotor aus transkribiert wird. Zum anderen ist die
Expression im Wildtyp sehr stark, so dass es moglich sein kann, dass geringe
Expressionsunterschiede mit den hier eingesetzten RT-PCR-Bedingungen nicht nachweisbar
waren. Fir prf4 findet man ohne "MEM-Shift" sogar etwas mehr Transkript, was eine
Erklirung dafiir wire, warum etliche PrfA-abhingigen Gene nach Uberfiihren in das
Zellkulturmedium eher einen Riickgang in der Genexpression zeigen. Mdglicherweise
beinhaltet das eingesetzte Zellkulturmedium Inhaltsstoffe, die die Expression von prf4 und
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damit auch von PrfA-abhingigen Genen reprimieren. Auf der anderen Seite kommt es aber
auch zu einer erhohten Transkription bestimmter PrfA-abhéngiger Gene in diesem Medium.
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass auch andere Parameter als die Menge an prf4-
Transkript die Expression von Genen mit vorgeschalteter PrfA-Box beeinflussen (sieche dazu
auch 147, 218).

Betrachtet man abschlieend die PrfA-unabhingig exprimierten Gene iap und smclL, so findet
man auch hier keinen Expressionsunterschied zwischen L. ivanovii AprfA und L. ivanovii WT
(Kap. 5.5.4, Abb. 5.54, Tab. 5.25). Weiterhin wird iap mit und ohne "MEM-Shift" gleich
stark exprimiert. Fiir das smcL-Gen findet man wie schon in den vorangegangenen Versuchen
deutliche Expressionsunterschiede. Allerdings wird smcL nicht im Zellkulturmedium stirker
transkribiert, sondern zeigt in dem Bakterienvollmedium eine verstarkte Expression.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sowohl PrfA als auch Temperaturerh6hung von 20°C
auf 37°C sowie ein "MEM-Shift" ganz unterschiedliche Wirkungen auf die Transkription vor
allem der Gene in LIPI-2 haben. Dies war fiir LIPI-1 von L. monocytogenes so bisher nicht
beobachtet worden und wurde in dieser Arbeit auch nicht fiir LIPI-1 von L. ivanovii gesehen.
Offensichtlich sind also die Regulationsmechanismen auf LIPI-2, die durch unterschiedliche
Temperaturen und Medienbedingungen in Gang gesetzt werden, zumindest teilweise
verschieden und es sind weitere, bislang unbekannte, Faktoren zusétzlich zu PrfA beteiligt.

Vergleich der Genexpression in L. ivanovii nach Infektion verschiedener Zelllinien

Da die bisher gemachten Aussagen nur nach Variation verschiedener Wachstumsbedingungen
erhalten wurden, lassen die Ergebnisse nur begrenzte Schliisse iiber die Transkription und
Regulation der untersuchten Gene im Infektionsverlauf zu. Deshalb wurden zusétzlich
mehrere permanente Zelllinien mit L. ivanovii ATCC19119 und der prf4-Deletionsmutante
infiziert, um weitere Daten iiber die Genexpression und mogliche Regulation sammeln zu
konnen (Kap. 5.5.5).

Da Wiederkduer der natiirliche Wirt von L. ivanovii sind, wurde zunichst die permanente
Zelllinie MDBK untersucht, bei der es sich um Epithelzellen aus dem Rind handelt.

Interessanterweise erhielt man sowohl fiir Wildtyp als auch Deletionsmutante vergleichbare
Zahlen an Bakterien in den infizierten Zellen. Fiir die prf4-Mutante hitte man ein deutlich
schlechteres Uberleben erwartet, da sie aufgrund der fehlenden prf4-Expression in vitro die
Virulenzclustergene nicht bzw. nur sehr schwach (ilo) exprimiert. Eine Transkription der
Virulenzclustergene in MDBK-Zellen konnte fiir die Mutante Aprf4, bis auf ilo, auch nicht
nachgewiesen werden. Erklirt werden kann das gute Uberleben der prf4-Mutante zum einen
damit, dass nachgewiesenermallen die vom PrfA-unabhingig exprimierten smcL-Gen codierte
Sphingomyelinase ein Entkommen von L. ivanovii aus dem Phagosom infizierter Wirtszellen
ermoglicht (95, 96). In Ubereinstimmung damit konnte fiir die in vitro PrfA-unabhingig
exprimierten Gene smcL (und iap) auch in vivo eine konstante Transkription in Mutante und
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Wildtyp detektiert werden. Weiterhin erhielt man fiir das Superoxid-Dismutase (SOD)
kodierende Gen sod eine sehr starke Expression in MDBK-Zellen. Bisher wurde
angenommen, dass SOD nur eine untergeordnete Rolle beim Uberleben im Phagosom spielt
(22). Die hier beobachtete starke Expression deutet jedoch darauf hin, dass SOD bei fehlender
Transkription der Virulenzclustergene mdglicherweise zum Uberleben im Phagosom
wesentlich beitragt.

Fiir die Internalingene konnten nur in dem wildtypischen L. ivanovii ATCC19119 Transkripte
nachgewiesen werden (Kap. 5.5.5, Abb. 5.56), nicht jedoch in der prf4-Deletionsmutante.
Dies zeigt, dass die Expression dieser Gene in infizierten Wirtszellen stirker PrfA-abhédngig
ist als unter den vorstehend beschriebenen in vitro-Bedingungen. Bis auf i-in/H, das schon in
vitro sehr schwach transkribiert wurde, konnte fiir alle Internalingene mRNA detektiert
werden. Fir die Internaline i-inlK, i-inlG, i-inlF, i-inlE, i-inlC und i-in/D erhilt man eine
starke Expression, wobei i-inlE wieder am stdrksten transkribiert wird. Dies legt nahe, dass
vor allem i-InlG und K (sowie i-InlC/D), dhnlich wie fiir i-InlF/E gezeigt (69), eine Rolle im
Infektionsverlauf haben.

Fiir die Open Reading Frames rechts von LIPI-2 war, im Unterschied zur in vitro-Situation,
nur fir L. ivanovii WT mRNA nachweisbar. Dass bei der prf4-Mutante iiberhaupt kein
Transkript nachgewiesen werden konnte, mag an der notwendigerweise insgesamt geringen
Bakterienzahl liegen, wodurch auch bei geringen Expressionsunterschieden die untere
Nachweisgrenze der Methode unterschritten wurde. Verglichen mit den Virulenzcluster- und
Internalingenen, wurde auch beim Wildtyp eine allgemein schwache Expression beobachtet,
fiir ORF6, ORF7, ORF9A, ORF9B und ORF10 konnte keine mRNA nachgewiesen werden
(Kap. 5.5.5, Abb. Abb. 5.57). Dies zeigt, dass die Transkription dieser Gene wahrend einer
Infektion nicht induziert wird und diese, wie schon vorstehend diskutiert, vermutlich nicht an
der Virulenz von L. ivanovii beteiligt sind.

Als zweites wurde die Expression der genannten Gene nach Infektion der Makrophagen-
dhnlichen Zelllinie J774 untersucht. Nach Infektionsende stellte sich heraus, dass der Wildtyp
ein deutlich besseres Uberleben in diesen Zellen zeigte als die prfA-Mutante. Auch hier
konnte nur mRNA in mit dem Wildtyp infizierten Zellen detektiert werden. Einzige
Ausnahme waren die PrfA-unabhingig transkribierten Gene iap, smcL und sod, die ebenso
wie in der Zelllinie MDBK in Wildtyp und prf4-Mutante gleich stark exprimiert wurden.
Interessanterweise wird hier das sod-Gen schwicher transkribiert als in der zuvor getesteten
Zelllinie MDBK.

Fiir die Virulenzclustergene konnte eine relativ gleichmdBige Transkription aller Gene
nachgewiesen werden, die insgesamt jedoch schwicher ausfiel als in der Zelllinie MDBK
(Kap. 5.5.5, Abb. 5.58).

Auch fiir die Internalingene war die Transkription schwécher als bei einer MDBK-Infektion
und nicht fiir alle Gene nachweisbar (Kap. 5.5.5, Abb. 5.59), so fiir i-in/B, i-in/l und i-inlH.
Auch in der Zelllinien J774 war die Transkription des i-in/E-Gens am stérksten.

Bei den Open Reading Frames schlieBlich lassen sich nur bei wenigen der untersuchten Gene
Transkripte nachweisen (Kap. 5.5.5, Abb. 5.60), man erhielt nur fiir ysnB, ORF6 und ORF9C
geringe Mengen an mRNA.
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Insgesamt wurden alle Gene nach Infektion der J774-Zelllinie trotz vergleichbarer
intrazelluldrer Bakterienzahlen deutlich schwécher exprimiert als in der Zelllinie MDBK. Ob
dies damit zusammenhéngt, dass es sich bei der Zelllinie MDBK um Zellen eines natiirlichen
Wirtes (Rind) von L. ivanovii handelt, bei J774 jedoch um Mauszellen (einem Sauger, der
nicht typischerweise von L. ivanovii infiziert wird), kann nur spekuliert werden. Dazu miisste
angenommen werden, dass das intrazelluldre Milieu natiirlicher und atypischer Wirte einen
unterschiedlichen Einfluss auf die Genexpression bei L. ivanovii hat. Alternativ oder
zusidtzlich konnte auch die stdrkere bakterizide Aktivitdit von Makrophagen einen
reprimierenden Einfluss auf die Expression der hier untersuchten Gene haben, ohne dass sich
dies stark auf das Uberleben der Bakterien auswirkt.

Als dritte Zelllinie wurden die Hepatozyten TIB-73 infiziert (embryonale Maus). Nach den
vorangegangenen Erfahrungen wurde hier nur die Genexpression des Wildtyps L. ivanovii
ATCC19119 untersucht. Trotz vergleichbarer Infektionsdosis wurde nach Infektionsende eine
deutlich geringere Zahl an intrazelluldren Bakterien als bei den zuvor untersuchten Zelllinien
wiedergewonnen. Dies konnte daran liegen, dass L. ivanovii eventuell nicht so effizient in
diese Zelllinie eindringen kann wie in MDBK-Zellen ("natiirlicher Wirt") oder J774-Zellen
(professionelle Phagozyten).

Fiir die Transkriptionsuntersuchungen wurden jedoch vergleichbare Bakterienzahlen wie bei
den anderen Zelltypen eingesetzt. Dabei konnte eine Expression von prf4 und actA nicht
nachgewiesen werden, fiir die restlichen Gene des Virulenzgenclusters LIPI-1 erhielt man nur
sehr geringe Mengen an mRNA (Kap. 5.5.5, Abb. 5.61)

Die Transkription der Internalingene hingegen konnte deutlich besser gezeigt werden (Kap.
5.5.5, Abb. 5.62) und ist im Vergleich zur sod-Expression relativ stark. Ahnlich wie in den
zuvor untersuchten Zelllinien wurden auch hier i-inlK, i-inlF, i-inlE und i-in/D am stirksten
transkribiert.

Die Expression der zu LIPI-2 benachbarten Open Reading Frames schlieBlich war dhnlich wie
in der Zelllinie J774. Die Transkription dieser Gene war — wenn iiberhaupt — nur sehr
schwach nachweisbar (Kap. 5.5.5, Abb. 5.63).

Somit ist abschlieBend zu sagen, dass die Methode der RT-PCR durchaus geeignet ist, die
Expression verschiedener Gene (Virulenzclustergene, Internalingene, ORFs unbekannter
Funktion) unter verschiedenen Versuchsbedingungen zu untersuchen. Fiir Infektionsversuche
war die Methode der RT-PCR jedoch nur eingeschrinkt anwendbar, da aufgrund der groB3en
Menge an eukaryotischer mRNA im Ansatz die Expression listerieller Gene erst ab einer
gewissen Transkriptionsstirke nachgewiesen werden konnte.

Der Vergleich der Transkription unter verschiedenen in vitro-Versuchsbedingungen und nach
Infektion verschiedener Zelllinien ergab einen unterschiedlichen Einfluss des zentralen
Transkriptionsfaktors PrfA vor allem auf die Virulenz-assoziierten Gene in LIPI-2 von L.
ivanovii. Fir diese Gene kann offenbar die Situation bei einer Infektion nur bedingt durch
Bedingungen wie 37°C oder Wachstum in Zellkulturmedium simuliert werden und auch in
vitro war eine sehr komplexe Regulation deutlich.
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6.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in Zusammenarbeit mit G. Dominguez-Bernal (60) die
spontane Deletionsmutante L. ivanovii GD-3 molekular charakterisiert werden. Dabei wurde
ein bis dahin unbekannter Chromosomenbereich identifiziert, der zahlreiche Virulenz-
assoziierte Gene enthélt und Merkmale einer Pathogenititsinsel trigt, weshalb er den Namen
LIPI-2 erhielt. Die Eigenschaften von LIPI-2 werfen ein neues Licht auf die mogliche
Evolution von Virulenz innerhalb der Gattung Listeria. Weitere Erkenntnisse sind von den in
Gang befindlichen Genomsequenzierungsprojekten fiir L. ivanovii und L. welshimeri zu
erwarten.

Fiir die meisten Gene in LIPI-2 konnte noch keine Funktion aufgezeigt werden, hier sollten
zukiinftig Deletionsmutanten in einzelnen Genen hergestellt und deren Einfluss analysiert
werden.

Die komplexe und teilweise unverstandene Transkriptionsregulation von LIPI-2 macht
ebenfalls weitere Untersuchungen notwendig.

Da es sich bei der Deletion der L. ivanovii Mutante GD-3 um ein spontanes, aber
reproduzierbares Ereignis handelt, sollte in dieser Arbeit die Deletionsfrequenz von LIPI-2
unter verschiedenen Kulturbedingungen untersucht werden. Da Deletionsereignisse von
Pathogenititsinseln unter Umstdnden jedoch sehr selten sind, wurde damit begonnen, ein
positives Selektionsverfahren zu entwickeln, um sie dennoch leicht und quantitativ
experimentell erfassen zu kénnen (Kap. 5.6, Abb. 5.64). Die Arbeiten hierzu sind jedoch noch
nicht abgeschlossen und werden von Stefanie Link im Rahmen ihrer Diplomarbeit fortgefiihrt.
Somit bleibt noch zu kldren, mit welcher Frequenz und vor allem unter welchen
Umwelteinfliissen L. ivanovii diesen interessanten Genomabschnitt verliert.
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8 Anhang

8.1 Sequenzen

8.1.1 Sequenz des analysierten Bereichs upstream (rechts) von smcL

Nachfolgend ist die Sequenz des durch Genome Walking und Sequenzierungen analysierten Genom-Abschnitts
rechts des smcL-Gens von L. ivanovii gezeigt. Die Start- und Stopcodons der einzelnen Gene bzw. Open Reading
Frames sind durch Fettdruck hervorgehoben, ebenso die potentiellen Ribosomenbindungsstellen (RBS). Zudem
sind mogliche PrfA-Boxen und Terminatoren in der Sequenz markiert.

Die Nukleotidsequenz ist doppelstrangig dargestellt, die GroBe in Basenpaaren (bp) kann anhand der seitlich
angegebenen Zahlen abgelesen werden. Zudem sind zu den einzelnen neu identifizierten Genen bzw. ORFs die
zugehorigen Aminoséureabfolgen unterhalb der Nukleotidsequenz angegeben.

(Linear) MAP of: conneu4d.txt check: 2539 from: 1 to: 14130
Contig[2019]
TATTAGATAGGATGAGGTTAGCATAACGAGTTTTAGGTTTATTTCTCCGCGAAAACAAGC

1 - Fm——————— Fmm—————— Fm——————— f————— Fm——————— + 60
ATAATCTATCCTACTCCAATCGTATTGCTCAAAATCCAAATAAAGAGGCGCTTTTGTTCG

PrfA-Box
GAAAAAAATTAACTTTTGTTATATACATAATTCTTTTCTTTTACTAGAATATATAATTGA
61 ————————- Fommm Fommm Fommm Fo———— Fommm + 120

CTTTTTTTAATTGAAAACAATATATGTATTAAGAAAAGAAAATGATCTTATATATTAACT

AATGTGTAAAAGATTTGTGGATATTTAGTTAGGTGACAAAATATAGTCCATTCGAAAATT
121 ——--=————- Fommm = Fommm = Fommm = Fom Fommm - + 180
TTACACATTTTCTAAACACCTATAAATCAATCCACTGTTTTATATCAGGTAAGCTTTTAA

RBS »Start i-inlF
GTTTTTGGTGTTTCTAATTTATGTAAGGGGAGTGTAAATCGTTGAGGAAAAATGACTGGT
181 -——==———- Fom——————- Fom—————— Fom——————- Fmm—————— Fom——————- + 240

CAAAAACCACAAAGATTAAATACATTCCCCTCACATTTAGCAACTCCTTTTTACTGACCA

TGAAAAATGTTTTAATAACAATTTTAGTAACAGTTTTTGTTGTATGCGTCAACATGAGTT
241 —--—-——---—- Fommm = Fommm = Fommm = Fom Fommm - + 300
ACTTTTTACAAAATTATTGTTAAAATCATTGTCAAAAACAACATACGCAGTTGTACTCAA

TGGAAACAAAGGCACAAGCAGCTAATATTCCACACCCGCTGCCAATTAATCGAATCTTTC
301 -————-———- Fo———————- Fm———————- Fm———————- Fo————— Fm———————- + 360
ACCTTTGTTTCCGTGTTCGTCGATTATAAGGTGTGGGCGACGGTTAATTAGCTTAGAAAG

CAGATCCTGATCTAGCGGAAAGAGTGAAAGAAACCCTTAAAAAGAGCAATGTAACAGATG
361 ——==—————- Fommm————— Fommm Fommm Fo———— Fomm————— + 420
GTCTAGGACTAGATCGCCTTTCTCACTTTCTTTGGGAATTTTTCTCGTTACATTGTCTAC

TTGTTTCGCAAAGGGAACTAGATGAAGTGCAAATATTCAATGGAAATGGTCGCACTATTA
421 ——---—-—- Fommm = Fommm = Fommm = Fom Fommm - + 480
AACAAAGCGTTTCCCTTGATCTACTTCACGTTTATAAGTTACCTTTACCAGCGTGATAAT

TATCTATTGATGGCTTACAATACTTTACTAATTTAAAAGAGTTATATCTGTCGCGTAATC
481 ———mm——m- S — oo R oo fmmmm e + 540
ATAGATAACTACCGAATGTTATGAAATGATTAAATTTTCTCAATATAGACAGCGCATTAG

ACATCCGAGATCTTACTCCTTTAAAAGATTTAACTAATTTAGCGATACTTTGTTTGGATA
541 —-—-=-—-—-- Fommm————— Fommm Fommm Fom——— Fommm + 600
TGTAGGCTCTAGAATGAGGAAATTTTCTAAATTGATTAAATCGCTATGAAACAAACCTAT

AAAATAGGCTAGAAAATTTGAATGGCATTCCAAGTAACAAATTAGTCCGTTTATCGCTCG
601 -—--—--—-—-- Fommm = Fommm = Fommm = Fom Fommm = + 660
TTTTATCCGATCTTTTAAACTTACCGTAAGGTTCATTGTTTAATCAGGCAAATAGCGAGC

AAGATAATGAACTCACACAGGTTGATGCCCTTGCTAATTTGACGCAACTAGAAACATTGT
661 ———————-- Fom——————- Fom—————— Fm———————- Fom———— Fm———————- + 720
TTCTATTACTTGAGTGTGTCCAACTACGGGAACGATTAAACTGCGTTGATCTTTGTAACA
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185

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

TTATTAGTAAAAATCAGCTGAAAAACATTGATGCCCTTGCTAATTTAACCAACCTAAAAA
AATAATCATTTTTAGTCGACTTTTTGTAACTACGGGAACGATTAAATTGGTTGGATTTTT
CATTGGATTTAAATAGAAATGAACTAGAAGATTTAAGCCCATTAGCAAGATTAGAGAATC
GTAACCTAAATTTATCTTTACTTGATCTTCTAAATTCGGGTAATCGTTCTAATCTCTTAG
TAACCTCGCTTGATTTGGCTAATCAGAAATGTGTAAAGGAAGCATTAGTATACAAACCCA
ATTGGAGCGAACTAAACCGATTAGTCTTTACACATTTCCTTCGTAATCATATGTTTGGGT
AATTAGTTATTCCAAATACTATTAAAGGTCCGGATAAAGTCTTAATTACCCCAAGCTATA
TTAATCAATAAGGTTTATGATAATTTCCAGGCCTATTTCAGAATTAATGGGGTTCGATAT
TTAGCGATAACGGAAGCTATACAAATGGTCAACTCAAATGGAACTTACCTGTTTGTAAGG
AATCGCTATTGCCTTCGATATGTTTACCAGTTGAGTTTACCTTGAATGGACAAACATTCC
AAAAAGTATGCTATACATTTGCGCAGCTTGTACGAGTTGGGAAAACAGAGGTCGTATTTA
TTTTTCATACGATATGTAAACGCGTCGAACATGCTCAACCCTTTTGTCTCCAGCATAAAT
ATGGTGTGGTTATCCAGCCATTATACCCAAAGAAGCTAGAGACTAAAAAAAGAGCTTCAT
TACCACACCAATAGGTCGGTAATATGGGTTTCTTCGATCTCTGATTTTTTTCTCGAAGTA

i-inlF Stop<«
TTTACCTATGTGGTTTAACAAAATAAATGATGATAACTAACTTCAAATAGTTTTATACAA

AAATGGATACACCAAATTGTTTTATTTACTACTATTGATTGAAGTTTATCAAAATATGTT
TATATATTAATTTCCCTTAGCCCATTATATTAACTTAAGAAAATCTTCAAAACGTGAACC
ATATATAATTAAAGGGAATCGGGTAATATAATTGAATTCTTTTAGAAGTTTTGCACTTGG
CCTAGGAATTAAAAGATAGTAAACGATTTGAAGATTTTTTGTGTTCATTTATTTCCGTTT
GGATCCTTAATTTTCTATCATTTGCTAAACTTCTAAAAAACACAAGTAAATAAAGGCAAA
TAATTGGTACTTTTTGCAGTAAATTCATCCTTTATTAGTATGAAAAGCTATACACATTTA

ATTAACCATGAAAAACGTCATTTAAGTAGGAAATAATCATACTTTTCGATATGTGTAAAT

PrfA-Box
TAATGTTTATCTAAAAAGTGGAATCGTTTAACATTTGTTAATGACGAGAATTTATATTTC
————————— Bt e i e i eI e e e

ATTACAAATAGATTTTTCACCTTAGCAAATTGTAAACAATTACTGCTCTTAAATATAAAG

AAGTATGATGTGTATATAGAGATGAGGAAAATGGATGTGAAAGAATTTGAATGAAGAGAA

TTCATACTACACATATATCTCTACTCCTTTTACCTACACTTTCTTAAACTTACTTCTCTT

RBS
ATTTTCAGAAAGGTTCCGCATGAAAATTTTCCTTTTCTAATTTTTTTAAAGGAGTGAAGA
————————— e et i EatatataE LR

TAAAAGTCTTTCCAAGGCGTACTTTTAAAAGGAAAAGATTAAAAAAATTTCCTCACTTCT

»Start i-inlE
TCAGTGAGAAAAAGTAATTGGTTAAAAAGTGTAGTAGTAGCAATGTTAGTATTAATTGTA

AGTCACTCTTTTTCATTAACCAATTTTTCACATCATCATCGTTACAATCATAATTAACAT

GGTTTTTGTATTAATATTGGTTCTGGAACAAAGGTACATGCCGCAAATATTTTACATCCG

CCAAAAACATAATTATAACCAAGACCTTGTTTCCATGTACGGCGTTTATAAAATGTAGGC

ATGCCTATTAATCAAATTTTTCCAGATCCTGATCTAGCGAAAGTAGTAAAACGAACTTTA

TACGGATAATTAGTTTAAAAAGGTCTAGGACTAGATCGCTTTCATCATTTTGCTTGAAAT

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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186

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

216l

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

GGAAAACAAAGTGTTACAGATGTAGTTTCTCAAAAGGAACTAGATAGCGTACAAGGATTA
CCTTTTGTTTCACAATGTCTACATCAAAGAGTTTTCCTTGATCTATCGCATGTTCCTAAT
AATGGTAATGAAAGCAACATTAAGTCCCTGGAAGGATTACAACATTTTAATAAATTAGAA
TTACCATTACTTTCGTTGTAATTCAGGGACCTTCCTAATGTTGTAAAATTATTTAATCTT
GTGCTATTTTTAGCTTCTAATCAAATAAAGGATATTACTCCATTGAAAAATTTAACCAAT
CACGATAAAAATCGAAGATTAGTTTATTTCCTATAATGAGGTAACTTTTTAAATTGGTTA
CTAAAAGTATTAGATTTGAAAGTGAATCAAATAAGTGATTTAACACCATTATATGGTTTG
GATTTTCATAATCTAAACTTTCACTTAGTTTATTCACTAAATTGTGGTAATATACCAAAC
AAAAATTTAACCTCTCTAGATGTGGTTTATCAAAAAATAGTTGAAACACCGGTGACTTAC
TTTTTAAATTGGAGAGATCTACACCAAATAGTTTTTTATCAACTTTGTGGCCACTGAATG
GAGCCAGACTTGGTTATTCCAGTTACGGTTAAAAAACCAGATGGAAGCTTAGTTACTCCA
CTCGGTCTGAACCAATAAGGTCAATGCCAATTTTTTGGTCTACCTTCGAATCAATGAGGT
AAATGTATTACAGATAACGGAGCCTATATATATGATGATATTATTTGGAACTTGCCAGCT
TTTACATAATGTCTATTGCCTCGGATATATATACTACTATAATAAACCTTGAACGGTCGA
TATAAAAAAGAAGTAAGTTATAAATTTGGGGAACGTATCCAAGTGGGGAAAGTAAGTACC
ATATTTTTTCTTCATTCAATATTTAAACCCCTTGCATAGGTTCACCCCTTTCATTCATGG

i-inlE Stop<«
ACATTTACTGGTATGGTGAAACAGCCATTGACACGCTGACATCAAGGATTTTAGGATAAA

TGTAAATGACCATACCACTTTGTCGGTAACTGTGCGACTGTAGTTCCTAAAATCCTATTT

Terminator
ACTTGGAGGATTTCAAAAAATCTAAACCCTCGCATTTTGCGGGGGTTTTTTATATTTTGA

TGAACCTCCTAAAGTTTTTTAGATTTGGGAGCGTAAAACGCCCCCAAAAAATATAAAACT
TTTAATAAAAAATATCTATACAAGTAAAATACTAACTTTTTCTTATAAATAATTTTTAAG
AAATTATTTTTTATAGATATGTTCATTTTATGATTGAAAAAGAATATTTATTAAAAATTC
TGGAGATACATATTTGAAACAGGTTAAAAAGATTGTGAAGTATGTAAGTAGGTTTTTATT
ACCTCTATGTATAAACTTTGTCCAATTTTTCTAACACTTCATACATTCATCCAAAAATAA
AACCCTTGATAATTCTTTTTGATCTTTCTATTTTATTTAAAAGGAGAGTAAAGAGTAGAG
TTGGGAACTATTAAGAAAAACTAGAAAGATAAAATAAATTTTCCTCTCATTTCTCATCTC
GAATTAAGTATGATTCTGCCTTTTTCAAACCTAAGAGGGCTTTATTGGAGTACAAATTAA
CTTAATTCATACTAAGACGGAAAAAGTTTGGATTCTCCCGAAATAACCTCATGTTTAATT
ATAGATAAAATAATTGTAAGGGCTAGAACTGGTCTATAAAATATACTCCTTTAATATAAA
TATCTATTTTATTAACATTCCCGATCTTGACCAGATATTTTATATGAGGAAATTATATTT
CGAGTAGAGGATAGTATGCCTATTTAATAATACACTTCAATAGAGCATTTTTTGTTAAAG
GCTCATCTCCTATCATACGGATAAATTATTATGTGAAGTTATCTCGTAAAAAACAATTTC
AAAAACGAGCTATTTTATTTTTATAATAATATATAAACAAAATGATTCTCAAATAAACTA

TTTTTGCTCGATAAAATAAAAATATTATTATATATTTGTTTTACTAAGAGTTTATTTGAT
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2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

CACCAATACAAGCCCAGCAAGGAAGTCTCGAATATATTAATCTAGTGACAGGAACTCCTG

GTGGTTATGTTCGGGTCGTTCCTTCAGAGCTTATATAATTAGATCACTGTCCTTGAGGAC

TTTTTGTTATAATACAACAACTAATCTATATACATATATATACAGTCCTTATTTTAAAAT

AAAAACAATATTATGTTGTTGATTAGATATATGTATATATATGTCAGGAATAAAATTTTA

TATGTTAAAAATAGTAATAAATTCTTCCTAGTTACTATAAAAATAGATAGTAAACTTATT

ATACAATTTTTATCATTATTTAAGAAGGATCAATGATATTTTTATCTATCATTTGAATAA

CAAAAATGAATTTTTTGTGACAGCTTAATTTAACTTTGCATAAATTGTAAATAATGACTC

GTTTTTACTTAAAAAACACTGTCGAATTAAATTGAAACGTATTTAACATTTATTACTGAG

AAAGAAAGAATATTTTAAGCATAAAAATCATTATCAGGCTCAAGCCCATGTAACAATTTT

TTTCTTTCTTATAAAATTCGTATTTTTAGTAATAGTCCGAGTTCGGGTACATTGTTAAAA

CTTAAGACAACCATTTTTATTGCCATCTGAAATAAAAAGGTAGCACTTCTTTACAGTTTC

GAATTCTGTTGGTAAAAATAACGGTAGACTTTATTTTTCCATCGTGAAGAAATGTCAAAG

RBS
GGTTATACATACCTTACTCATGTTATCCTATATTTCTAAAACATCTTAGAAAGAGGGAAA

CCAATATGTATGGAATGAGTACAATAGGATATAAAGATTTTGTAGAATCTTTCTCCCTTT

»Start ORF3
ACATGAAAAAACAATGGATAATTACAGTAGCCGCTTGTTTCATTTTTGCAAACATAGCAC

TGTACTTTTTTGTTACCTATTAATGTCATCGGCGAACAAAGTAAAAACGTTTGTATCGTG
M K K 9 w I I T Vv A A C F I F A N I A P

CATCAGTCTCATTAGCTAATGAGAATCAAGAAGAAAATAGTATAGGAGGGAAGATGTCTA

GTAGTCAGAGTAATCGATTACTCTTAGTTCTTCTTTTATCATATCCTCCCTTCTACAGAT
s vs L AN ENQ E E N S I G G K M S T

CCAATAGCAAGGCTGTTAATTTCTTAAATAGCAATTTAGAAACGAGTGCAGAACCAATCA

GGTTATCGTTCCGACAATTAAAGAATTTATCGTTAAATCTTTGCTCACGTCTTGGTTAGT
N S K A V N F L NS N L E T S A E P I I

TCCAAATGGTTACTTCTAACCAAACGGATGGTGGTGGATCTAGTTATAAATATGTTTCCA

AGGTTTACCAATGAAGATTGGTTTGCCTACCACCACCTAGATCAATATTTATACAAAGGT
g M v T S N ©Q T D G G G S S Y K Y V S K

AACAAGTAGTTAATTTAGAAAGCATAGGAGTTAACCTTGTATACAGAGCTTTGATTGCTG

TTGTTCATCAATTAAATCTTTCGTATCCTCAATTGGAACATATGTCTCGAAACTAACGAC
g v v N L E S I G V N L V Y R A L I A G

GTGGTCTTGGTTCCGTACGAATGGGAAAAGCAGCTGCTAGAGCGATGATTACAACAGGAT

CACCAGAACCAAGGCATGCTTACCCTTTTCGTCGACGATCTCGCTACTAATGTTGTCCTA
G L G s vV R M G K A A A R A M I T T G L

TAAGTGGTTTATTTGATACCTATAAATATATGAGGCAAACGATTTACAAAAAATCAGATA

ATTCACCAAATAAACTATGGATATTTATATACTCCGTTTGCTAAATGTTTTTTAGTCTAT
s 6 L F D T Y K Y M R Q T I Y K K S D K

AAAAATATTACTATTATAAAGTTATAAATGAATTTTCAAACAGTAAAACGACTTGGAAAG

TTTTTATAATGATAATATTTCAATATTTACTTAAAAGTTTGTCATTTTGCTGAACCTTTC
K vy ¥y ¥y ¥ K vI N E F S N S K T T W K G
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ORF3 Stop<«
GTCCAGTAAAAACGAGTTATCAAAAAGTGAGAAGATAAAAACTATTAGGGAGCTAACCAT
————————— o

CAGGTCATTTTTGCTCAATAGTTTTTCACTCTTCTATTTTTGATAATCCCTCGATTGGTA
P VvV K T s Y Q K V R R *

CTTGAATTATAAAAAATGGATTGGATACATACTTTTTTTCATTGTAATATTTACTGCGGG
GAACTTAATATTTTTTACCTAACCTATGTATGAAAAAAAGTAACATTATAAATGACGCCC
GACACTTTTATTTAAAAATTTTGATATTAGCGTATTGATTATTGCAACGATTGCCTATTC

CTGTGAAAATAAATTTTTAAAACTATAATCGCATAACTAATAACGTTGCTAACGGATAAG

Terminator
AATAGCAATTATACCAACTATTAAAAAGAAAAAAGAATAATCTTTCAAAGATCTCAAATT
————————— Bt e e e attE

TTATCGTTAATATGGTTGATAATTTTTCTTTTTTCTTATTAGAAAGTTTCTAGAGTTTAA

TATTTTTGAGATCTTTTTTTAGGGGGATCAACATCCTAATAAATATACATATTTATTTGA

ATAAAAACTCTAGAAAAAAATCCCCCTAGTTGTAGGATTATTTATATGTATAAATAAACT

CTTCTATATGAAAAATAACCATAAATCAAGATAATTCAATTGAAAATGAAGCGTAAAATT

GAAGATATACTTTTTATTGGTATTTAGTTCTATTAAGTTAACTTTTACTTCGCATTTTAA

TATTAAGAGAGGATGACATAAACGAAGAACAAAATAGCTAAAATATAAGCACCGATACAA

ATAATTCTCTCCTACTGTATTTGCTTCTTGTTTTATCGATTTTATATTCGTGGCTATGTT

»Stop ydeI
AACAATCTTAAGCCTCGTGTCGGCGCTTCATTAAATTTAATCATTGAGTCCTAATCCATC
————————— Bt e et it L I T e

TTGTTAGAATTCGGAGCACAGCCGCGAAGTAATTTAAATTAGTAACTCAGGATTAGGTAG
* D N L G L G D

AAATATCTGTTCCTGGTATTTTTCAATCCGTGAAACCCGTGTTTTAGATTGTTTTGGTGC

TTTATAGACAAGGACCATAAAAAGTTAGGCACTTTGGGCACAAAATCTAACAAAACCACG
F I 0 E 0 Y K E I R S V R T K S QO K P A

TGCAAAAAATAGCAAGTAAGCTCGTTGACGTCCAGGCGTTAAAGCTTCGAATGCCTCTTT

ACGTTTTTTATCGTTCATTCGAGCAACTGCAGGTCCGCAATTTCGAAGCTTACGGAGAAA
A F F L L Y A R Q R G P T L A E F A E K

AAATGCAGGTAGCTCGTCAAATTTCGTTTGAAGTTCTTCGGGAATAGGGAATTCTCTATC

TTTACGTCCATCGAGCAGTTTAAAGCAAACTTCAAGAAGCCCTTATCCCTTAAGAGATAG
F A P L E D F K T Q L E E P I P F E R D

CTGCTTCATCGCCACTTTTAGACCTGCAGCTTCTACTTCGATTGCATTTTGAATGTAACT

GACGAAGTAGCGGTGAAAATCTGGACGTCGAAGATGAAGCTAACGTAAAACTTACATTGA
K M A V K L G A A E V E I A N Q I Y S

TTTTAAAGTAGACTCCATATCTAAAATTTGTTGAAGGTTAGTGAATCTGATTTGCCTTGC

AAAATTTCATCTGAGGTATAGATTTTAAACAACTTCCAATCACTTAGACTAAACGGAACG
K . T s EE M D L I ¢ @ L N T F R I Q R A

AGCTTGCACATTTTCGGTTTGTTGTACTAAAATATTTGCAGGATCACGTAGTAGCGCACC

TCGAACGTGTAAAAGCCAAACAACATGATTTTATAAACGTCCTAGTGCATCATCGCGTGG
A Q V N E T Q ¢ V L I N A P D R L L A G

TTTCATAAATAGAAGGGCACAGTATTCTTTAAAGCCATGAATGAGGAAGATATTGCCACT

AAAGTATTTATCTTCCCGTGTCATAAGAAATTTCGGTACTTACTCCTTCTATAACGGTGA
K M ¥ L L A C Y E K F G H I L F I N G S

3720
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GTTTAAAGCGTAACAAGGTTTGCCCCATTTGAACTCTTCTGTTAGTCCAAACTCGACTGC

CAAATTTCGCATTGTTCCAAACGGGGTAAACTTGAGAAGACAATCAGGTTTGAGCTGACG
N L A Y C P K G W K F E E T L G F E V A

AATTGCTCTTAAAGCTTTAAATTCTGCTTGCCAGTTGCTTGGTTTGTTAAGTAAAGCATC

TTAACGAGAATTTCGAAATTTAAGACGAACGGTCAACGAACCAAACAATTCATTTCGTAG
I A R L A K F E A Q W N S P K N L L A D

ydeI Start« RBS
TACTTTTGGATTTAATTCCGTTTTTGCCATAAAAGAATACCTCGTTTCACTTGTTTATCA
————————— D et e e e

ATGAAAACCTAAATTAAGGCAAAAACGGTATTTTCTTATGGAGCAAAGTGAACAAATAGT
v K P N L E T K A M

TTCTGTGGTACGTGTTATTTTAACTTAAAATGAAAGGCCTTGCAAATTGGATGAAAAGAA

AAGACACCATGCACAATAAAATTGAATTTTACTTTCCGGAACGTTTAACCTACTTTTCTT

»Stop ORF5
AGAACCTGAAAGCTATTCCAGATTCTTTTTTGAAATTAAGATAAATTAAATTGCCAACCA
————————— T ittt

TCTTGGACTTTCGATAAGGTCTAAGAAAAAACTTTAATTCTATTTAATTTAACGGTTGGT
* S L N F QO W G

ATACCAAAGCGATCAGTAACCTGACCATATTTTTCTGACCAAAAAGTCTTGGTAAGTGGC

TATGGTTTCGCTAGTCATTGGACTGGTATAAAAAGACTGGTTTTTCAGAACCATTCACCG
I G ¥F R DTV Q G Y K E s W F T K T L P

ATGATGACTGTACCACCTTCAGAAAGTTGGTTAAATTGCTTAGTAAGTTGCATTTCATCA

TACTACTGACATGGTGGAAGTCTTTCAACCAATTTAACGAATCATTCAACGTAAAGTAGT
M I V T G G E S L 0 N F Q K T L Q M E D

GCTGTATCAATCACTAAGGTAATATTATCACCAAAAGTGAGTGGCATAGATTTAGGAATA

CGACATAGTTAGTGATTCCATTATAATAGTGGTTTTCACTCACCGTATCTAAATCCTTAT
A T D I VL T I N D G F T L P M S K P I

TCAGAAAACATCACTTTTACCCCATCAATCAGCAAACTAGCATTCATCACTAGATCTTTT

AGTCTTTTGTAGTGAAAATGGGGTAGTTAGTCGTTTGATCGTAAGTAGTGATCTAGAAAA
p s P MV K V 6 DI L L S A N MV L D K

ACCTCGTCATCAATCGGTTCATTTTCTGGATGGACTTCGCCGTACGTCATTAAATCTGTA

TGGAGCAGTAGTTAGCCAAGTAAAAGACCTACCTGAAGCGGCATGCAGTAATTTAGACAT
v E D D I P E N E P H V E G Y T M L D T

CATGTACCCCCAAAAACTTCTTCATAAAACGTAATAGCATCTCTGGATTGTGTCCGGAAA

GTACATGGGGGTTTTTGAAGAAGTATTTTGCATTATCGTAGAGACCTAACACAGGCCTTT
c T 6 GG F V E E Y F T I A D R S Q T R F

ORF5 Start« RBS
GTCAAATAAACATTTAAAACCATTGGAACTCCTCCTCGATTTATATTCGTTCAAGTAAGA

CAGTTTATTTGTAAATTTTGGTAACCTTGAGGAGGAGCTAAATATAAGCAAGTTCATTCT
T L Y V N L V M

ATCATTTAAGTGATTTTATTATAGCAGATGCAGTTGAAAAGAGGAAAAATTAAGATAATC
TAGTAAATTCACTAAAATAATATCGTCTACGTCAACTTTTCTCCTTTTTAATTCTATTAG

RBS
AATTGTTTGACTTGGAGTTACTCCAGGATGGTAGACTATAAATAAGCCATATTTTGGAGG

TTAACAAACTGAACCTCAATGAGGTCCTACCATCTGATATTTATTCGGTATAAAACCTCC

4620
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5521
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5701
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5821
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5941
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6061
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»Start ORF6
GAATTAGATGAAAAAAATAGTATATTTAATGCGTCATGGACAAACATTGTTTAATGAACG

CTTAATCTACTTTTTTTATCATATAAATTACGCAGTACCTGTTTGTAACAAATTACTTGC
M K K I vy L.M R H G Q T L F N E R

AAAAAAAATTCAAGGTTTTTGTGATGCACCACTGACAGAACTTGGAATCAAACAAGCCAA

TTTTTTTTAAGTTCCAAAAACACTACGTGGTGACTGTCTTGAACCTTAGTTTGTTCGGTT
K K I ¢ 6 ¥ C DA P L TEIL G I K Q A K

AATAGCGGGAAGCTACTTTCAAGAAAATAATATCCAGTTTGATAAAGTCTACAGTTCCAC

TTATCGCCCTTCGATGAAAGTTCTTTTATTATAGGTCAAACTATTTCAGATGTCAAGGTG
I A G S Y F Q E NN I O F D K V Y S 8 T

ATCAGAAAGAGCTTCAGACACATTAGAATTAGTCACAAAAATGGATTACATAAGATTAAA

TAGTCTTTCTCGAAGTCTGTGTAATCTTAATCAGTGTTTTTACCTAATGTATTCTAATTT
s E R A S D T L E L VvV T K M D Y I R L K

AGGATTGAAAGAGTGGAATTTTGGAACATTTAAAGGGGAAAGTGAAGAGTTAAATCCAGC

TCCTAACTTTCTCACCTTAAAACCTTGTAAATTTCCCCTTTCACTTCTCAATTTAGGTCG
G L K E W N F G T F K G E S E E L N P A

ACTACCATACGGAGACTTTTTTGCTGCATATGGCGGGGAACGAGAAAAAGACTTCCAAAA

TGATGGTATGCCTCTGAAAAAACGACGTATACCGCCCCTTGCTCTTTTTCTGAAGGTTTT
L p ¥Y G D F F A A Y G G E R E K D F Q K

GCGGATAGTTTCGACGATGGAGCGTATTATGAGTCAAGAGCCGCATGAAGTGATTTTGGC

CGCCTATCAAAGCTGCTACCTCGCATAATACTCAGTTCTCGGCGTACTTCACTAAAACCG
R I vs T M E R I M S Q E P H E V I L A

TGTTTCTCATGGAGCAGCATGTGCGCAATTTGCCCGTTACTGGGAAAACACAAGTAAAAT

ACAAAGAGTACCTCGTCGTACACGCGTTAAACGGGCAATGACCCTTTTGTGTTCATTTTA
v S H G A A CA Q F A R Y W E N T S K I

TGGCAAAATAAGTGGGTTGAAAAACGGGTGCATTTTAAAATTCGAATATGAACATAGCGC

ACCGTTTTATTCACCCAACTTTTTGCCCACGTAAAATTTTAAGCTTATACTTGTATCGCG
G K I s 6 L K N G C I L K F E Y E H S A

ATTTCGCCTTGTAAACTTCATCAATCATGATTTTGAGAACGGAGCGCATATCGAAGCAGT

TAAAGCGGAACATTTGAAGTAGTTAGTACTAAAACTCTTGCCTCGCGTATAGCTTCGTCA
F R L V N F I N H D F E N G A H I E A V

ORF6 Stop<«
TAAAACAGCAACTAACTAAAAAATAGCCTCTTAATTAGAAATAGTTCTAATAAGAGGCTA

ATTTTGTCGTTGATTGATTTTTTATCGGAGAATTAATCTTTATCAAGATTATTCTCCGAT
K T A T N *

»Stop ORF7
TTTTTATTGAAATAAATTCTTTATCTTATCCAAAAAACCACCAGTCAATTCATTTGCAGT

AAAAATAACTTTATTTAAGAAATAGAATAGGTTTTTTGGTGGTCAGTTAAGTAAACGTCA
* 0 F L N K I K DL F G G T L E N A T

ATCTTCTATGTTTTCTGTAAGTCCGCTTGCTTGATCTTGTAGGTTCTCTGTAATATTGGT

TAGAAGATACAAAAGACATTCAGGCGAACGAACTAGAACATCCAAGAGACATTATAACCA
p £ I N E T L G S A Q D o L N E T I N T
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AGCTTTATATTGCAGATTTTCGGTTACATTAGTTGCTTGATCGCCGAGTTCAGAAGCTTT

TCGAAATATAACGTCTAAAAGCCAATGTAATCAACGAACTAGCGGCTCAAGTCTTCGAAA
A K Y Q L. ~N E T V N T A Q D G L E S A K

AGTAGTGGCATCTTCTGTCAGTTGTCCTAATTTATCCAGTGGCAATGACTCCGTTACTTT

TCATCACCGTAGAAGACAGTCAACAGGATTAAATAGGTCACCGTTACTGAGGCAATGAAA
T T A D E T L Q G L K D L P L S E T V K

ORF7 Start« RBS
ATTCTTTAAATCCTCTAAATTCATTATTTTCCTCCTTGTTTTGGGGGCTTATAATTCATC
————————— e R e e R e s

TAAGAAATTTAGGAGATTTAAGTAATAAAAGGAGGAACAAAACCCCCGAATATTAAGTAG
N K L D E L N M

TTAGAGGAAGAAAGCAGGAAGTACAAACAATTCGTATTATCCTAGGGGAACAAATATGGT

AATCTCCTTCTTTCGTCCTTCATGTTTGTTAAGCATAATAGGATCCCCTTGTTTATACCA

RBS »Start rnaH
ATGATGGGATGAGGAAATGAGGACTGACATGAATAATTTAAATTTAAGTGAAGAAATTAA
————————— B e et e e HE T

TACTACCCTACTCCTTTACTCCTGACTGTACTTATTAAATTTAAATTCACTTCTTTAATT
M R T DM NN L N L S E E I K

ACGAGCAATTAATGAACTAGGATATAAAGAAGCGACACCTGTTCAAAAGGAAGTTATCCC

TGCTCGTTAATTACTTGATCCTATATTTCTTCGCTGTGGACAAGTTTTCCTTCAATAGGG
R A I N E L G Y K E A T P V Q K E V I P

TGTTGCATTAACAGGAAAAGACATTGTGGCAAAATCACAAACAGGAAGTGGTAAAACAGC

ACAACGTAATTGTCCTTTTCTGTAACACCGTTTTAGTGTTTGTCCTTCACCATTTTGTCG
v AL T G K D I VvV A K s QQ T G S G K T A

CGCATTTGCGATTCCAATTGCTGAACAAGTCATTTGGGAAGAAAACAAACCTCAAGCATT

GCGTAAACGCTAAGGTTAACGACTTGTTCAGTAAACCCTTCTTTTGTTTGGAGTTCGTAA
A F A I P I A E Q V I W E E N K P Q A L

AATTATCGTTCCAACTAGAGAGCTAGCTATGCAGGTTAAAGCGGAATGCACTAATATAGG

TTAATAGCAAGGTTGATCTCTCGATCGATACGTCCAATTTCGCCTTACGTGATTATATCC
r 1 v p T R E L A M Q V K A E C T N I G

TAGATTTAAACGCATTAAAGCTGCAGCAATTTATGGGCAATCTCCCTTTGCTAAACAAAA

ATCTAAATTTGCGTAATTTCGACGTCGTTAAATACCCGTTAGAGGGAAACGATTTGTTTT
R F K R I K A A A I Y G Q S P F A K QO K

ATTAGAATTAAGCCAAAAAAATCATATCGTCGTTGGAACCCCGGGGCGTTTGTTAGACCA

TAATCTTAATTCGGTTTTTTTAGTATAGCAGCAACCTTGGGGCCCCGCAAACAATCTGGT
L £E L s ¢ K N H I v Vv G T P G R L L D H

TATTGAAAAAGGCACACTTAACGTGGATAAAGTTGCTTACTTAGTTTTAGATGAAGTAGA

ATAACTTTTTCCGTGTGAATTGCACCTATTTCAACGAATGAATCAAAATCTACTTCATCT
I £ K 6 T L N VDKV A Y L V L D E V D

CGAAATGTTAAGTATGGGATTCATTGATCAAGTAGAAGATATTTTGCAGTTTTTACCTAA

GCTTTACAATTCATACCCTAAGTAACTAGTTCATCTTCTATAAAACGTCAAAAATGGATT
E ML S M G F I D Q V E D I L O F L P K

AAAGCGCCAAAATCTATTCTTTTCGGCAACAATGCCAGAGGAAATGCAAGATTTAATCAA

TTTCGCGGTTTTAGATAAGAAAAGCCGTTGTTACGGTCTCCTTTACGTTCTAAATTAGTT
K R ¢ N L F F S A T M P E E M Q D L I K
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7021

7081
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7501
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7741
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ACGATATCAAGACGATCCCATTGTTATTGAAATGGCAGCAGAAAAAACAAACCCAATCAC

TGCTATAGTTCTGCTAGGGTAACAATAACTTTACCGTCGTCTTTTTTGTTTGGGTTAGTG
R Yy oo Dbpobp e 1V I EMAAUE K TN P I T

ACATATCGAAATGCAAACAGAGAATAAAGAAAAGACGCTCCAAGATGTTTTAATCACAGA

TGTATAGCTTTACGTTTGTCTCTTATTTCTTTTCTGCGAGGTTCTACAAAATTAGTGTCT
H I E M OQ T E N K E K T L Q D V L I T E

AAATCCAGATAGTGCGATTATTTTTTGTAACACTAAAAATCAAGTAGATGAACTAAGTGA

TTTAGGTCTATCACGCTAATAAAAAACATTGTGATTTTTAGTTCATCTACTTGATTCACT
N P D S A I I F C N T K N OQ V D E L S D

CTTACTACAAGTAAATACAGCTAAAATCCATGGAGGTTTACGACAAGAAGAGCGTTTCCG

GAATGATGTTCATTTATGTCGATTTTAGGTACCTCCAAATGCTGTTCTTCTCGCAAAGGC
L L. v N T A K I H G G L R Q E E R F R

TGCGATGGATGATTTTAAAAGTGGCAAATCGCGCTTTTTAATTGCAACAGATGTAGCTGG

ACGCTACCTACTAAAATTTTCACCGTTTAGCGCGAAAAATTAACGTTGTCTACATCGACC
A M D D F K S G K S R F L I A T D V A G

TCGTGGGATTGATGTGGAAAATGTCACGCTAGTAATTAATTATGACTTACCAATCGAAAA

AGCACCCTAACTACACCTTTTACAGTGCGATCATTAATTAATACTGAATGGTTAGCTTTT
R 6 I p v E NV T L V I N Y D L P I E K

AGAAAACTATGTGCACCGAATCGGTCGTACTGGTCGCGCGGGAAACAGTGGAAAAGCAAT

TCTTTTGATACACGTGGCTTAGCCAGCATGACCAGCGCGCCCTTTGTCACCTTTTCGTTA
E NY V H R I G R T G R A G N S G K A I

CAGTTTTGTCAAAACAAACGAAAATCCCTTACTTAGAGATATGGAAGATATGCTAAAAAT

GTCAAAACAGTTTTGTTTGCTTTTAGGGAATGAATCTCTATACCTTCTATACGATTTTTA
s ¥ VvV K T N E N P L L. R DM E D M L K I

CACGATTGAAAAGAAACGTAAACCAACCATTATCGAAGTAAAGGCAAGCGAAGAAGCTTT

GTGCTAACTTTTCTTTGCATTTGGTTGGTAATAGCTTCATTTCCGTTCGCTTCTTCGAAA
T I £ K K R K p T I I E V K A S E E A F

CCGCAAGAAACAACAAAAACGTCCAACCATCAAAAAAGCTCGTGGCGAAAAGCTGAATAA

GGCGTTCTTTGTTGTTTTTGCAGGTTGGTAGTTTTTTCGAGCACCGCTTTTCGACTTATT
R K K ¢ 0 K R p T I K K A R G E K L N K

AAATATTATGAAACTGTACTTTAATGGCGGGAAAAAGAAAAAAATTCGAGCTGTGGATTT

TTTATAATACTTTGACATGAAATTACCGCCCTTTTTCTTTTTTTAAGCTCGACACCTAAA
N I M K L ¥ F N G G K K K K I R A V D F

TGTAGGAACCATTTCAAAATTAGAAGGAATTACATCAGAAGATATCGGTATTATTACTAT

ACATCCTTGGTAAAGTTTTAATCTTCCTTAATGTAGTCTTCTATAGCCATAATAATGATA
v 6 T I s K L E G I T s E D I G I I T I

AGAAGATCATGTGTCATTTGTAGAAATTCTTAATGGTAAAGGACCAGCTGTGCTTGAAAT

TCTTCTAGTACACAGTAAACATCTTTAAGAATTACCATTTCCTGGTCGACACGAACTTTA
E D H VS F V E I L NG K G P A V L E M

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

rnaH Stop<«

GATGCGTTCGCGTAAAGTAAAAGGTAGACAGCTAAAAGTGAACGAAGCAAGAAAGCGATA

CTACGCAAGCGCATTTCATTTTCCATCTGTCGATTTTCACTTGCTTCGTTCTTTCGCTAT
M R S R K V K G R QL KV N E A R K R *



8 Anhang

193

7861

7921

7981

8041

8101

8le6l

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

RBS »Start ORF8
ATTTAAAGAAAAGAAGGTTGCTGGCATGGAAAGACCTAGTAATAGTCTTATTCTAATGGT
————————— e T it e e R

TAAATTTCTTTTCTTCCAACGACCGTACCTTTCTGGATCATTATCAGAATAAGATTACCA
M E R P S N S L I L M V

ACTAAATGTCGTTAAAAATCCAACGTATAACATAAAATCATTAACGATTAATTTTTTGGA

TGATTTACAGCAATTTTTAGGTTGCATATTGTATTTTAGTAATTGCTAATTAAAAAACCT
L NV V K N P T Y N I K S L T I N F L E

AAATGATGTTGTTGGAGATTCTACTAGAAATCAGCTTTTATACTGCACTTATTGGCTAGA

TTTACTACAACAACCTCTAAGATGATCTTTAGTCGAAAATATGACGTGAATAACCGATCT
N DV V GG D S T RN QL L Y C T Y W L E

ATTCCATGGTTTTATTCAACGTGATGAAAGTAATATTAAACAGAAATATTATAGCATCAC

TAAGGTACCAAAATAAGTTGCACTACTTTCATTATAATTTGTCTTTATAATATCGTAGTG
F H G F I 9 R D E S N I K Q K Y Y S I T

ORF8 Stop<«
CAAACAAGGAGATTTTTTACTGCAGAAAATTAAAAATGAACTTTCATAGTTTGTTCATAG
————————— o

GTTTGTTCCTCTAAAAAATGACGTCTTTTAATTTTTACTTGAAAGTATCAAACAAGTATC
K ¢ G b F L L Q K I K N E L s *

TCTATTCATATTTATTCGTTATATTAAGAATAACCTTTTTTCAATGAAATATCTCACCTG
AGATAAGTATAAATAAGCAATATAATTCTTATTGGAAAAAAGTTACTTTATAGAGTGGAC
ACAGCATCCGTCTCCCTACTAAAACGCGGATGCTGTTATTTGTGCTATACTAAAACAAAA

TGTCGTAGGCAGAGGGATGATTTTGCGCCTACGACAATAAACACGATATGATTTTGTTTT

RBS »Start ORF9
ATGAAAATGTAGGTGGAAACATGTATCAATATACACTTTGCTTTATCGAGCGTGCAGATG
————————— B T Tt ittt Tt

TACTTTTACATCCACCTTTGTACATAGTTATATGTGAAACGAAATAGCTCGCACGTCTAC
M Y 0 vy T L C F I E R A D E

AAATTTTATTATTAAATAGACAAACAAGTCCGTGGATGGGAAGTTGGAATGGAGTAGGTG

TTTAAAATAATAATTTATCTGTTTGTTCAGGCACCTACCCTTCAACCTTACCTCATCCAC
I L. L. L N R QT S P W M G S W N G V G G

GGAAAATTGAGCAAGGGGAATCGCTTCTTCATTCGATTAAACGTGAAATTGCCGAAGAAA

CCTTTTAACTCGTTCCCCTTAGCGAAGAAGTAAGCTAATTTGCACTTTAACGGCTTCTTT
K I E 9 G E s L L H S I K R E I A E E T

CAGGCATTCCCGCAACGGATTATCAGATTCGTGATATTGGCGTAATGAAATGGTTTGTCG

GTCCGTAAGGGCGTTGCCTAATAGTCTAAGCACTATAACCGCATTACTTTACCAAACAGC
G I p A T DY QQ I R D I G V M K W F V G

GTGGAGAAAATCTTGGCGGCATGCATTTATTTATCGCAAAACTTCCTGATAATTATCAGT

CACCTCTTTTAGAACCGCCGTACGTAAATAAATAGCGTTTTGAAGGACTATTAATAGTCA
G E N L G G M H L F I A K L P D N Y Q C

GCTCAACTCCCATAGCTACAGAGGAAGGCATACTTGATTTTAAGAAAAAAACTTGGATTT

CGAGTTGAGGGTATCGATGTCTCCTTCCGTATGAACTAAAATTCTTTTTTTGAACCTAAA
s T p I A T E E G I L D F K K K T W I L

TAAATCCTGAAAATACCGGCATTGTCAATAATCTCCCGTACATACTCCAACATATTCCCC

ATTTAGGACTTTTATGGCCGTAACAGTTATTAGAGGGCATGTATGAGGTTGTATAAGGGG
N P E N T G I VNN L P Y I L Q H I P H

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



8 Anhang

194

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

ATAAATCAAACAGAATAGAAATTTCGACCGACTATCATGAAAATATATTATTAGATATAA

TATTTAGTTTGTCTTATCTTTAAAGCTGGCTGATAGTACTTTTATATAATAATCTATATT
K s N R I E I S T D Y H E N I L L D I S

ORF9 Stop<«
GTCATCAACTTTTATAAAAAGCATTGTGCCTAGGTAAGTACCTCACTAAATACTAAACTT
————————— e et e e e e e e

CAGTAGTTGAAAATATTTTTCGTAACACGGATCCATTCATGGAGTGATTTATGATTTGAA
H O L L *

TTTCTAGTATTTGGTATTTTTTAAAAGCGTAACGGAGAAAGTAGTATTCGCTTCTCCTTC
AAAGATCATAAACCATAAAAAATTTTCGCATTGCCTCTTTCATCATAAGCGAAGAGGAAG
TTTAGCACATCGAAAGGAAGTAAATACATTTATTGAGAGAGACGACGAATAAACTGATAA
AAATCGTGTAGCTTTCCTTCATTTATGTAAATAACTCTCTCTGCTGCTTATTTGACTATT
TGGTGGGGGCTAGACCAAATTATCTCTAACATAAATAATAAGCAGGAATCATCTCTATTC
ACCACCCCCGATCTGGTTTAATAGAGATTGTATTTATTATTCGTCCTTAGTAGAGATAAG
CATTTTTTTAATGGCGATATATAATGATTCCTGCTTATCTATTTTCATTATTGTGTTTTA
GTAAAAAAATTACCGCTATATATTACTAAGGACGAATAGATAAAAGTAATAACACAAAAT

»Stop ORF9A
GTTATGTCTAAGCTTCAGCGCTACTTGACCATCCCTAGAAGAGTTCCACCAATTATAATT

CAATACAGATTCGAAGTCGCGATGAACTGGTAGGGATCTTCTCAAGGTGGTTAATATTAA
* K v M G L L T G G I I I

AGGAAGCACCCTATCACTGTTAGGAACAATTCTCGTTTTGTATTGGCTTCTTTTAAAATA

TCCTTCGTGGGATAGTGACAATCCTTGTTAAGAGCAAAACATAACCGAAGAAAATTTTAT
L  C G I VT L F L E R K T N A E K L I

AATATTCCGCCTAGGGTTGAAATAACAATACCTGCCTGAGAAAGAGAAAAGCTTGTTGCG

TTATAAGGCGGATCCCAACTTTATTGTTATGGACGGACTCTTTCTCTTTTCGAACAACGC
¥F I G G L T s I v I G A Q S L S F S T A

AGTCCAACTTTTTCCATTGCAATAAACATAAATAAGTTACCAATCGCCCATGTAAGACCA

TCAGGTTGAAAAAGGTAACGTTATTTGTATTTATTCAATGGTTAGCGGGTACATTCTGGT
L 6 v X. EMAI FMF L N G I A W T L G

GTAAGGATATTTAACCTTGTTTTTCGTTCAATTATATCTTTCTTCTTGCAAATACAGAGA

CATTCCTATAAATTGGAACAAAAAGCAAGTTAATATAGAAAGAAGAACGTTTATGTCTCT
T L I N L R T K R E I I D K K K C I C L

GCTCCTATTAACATTCCCACAGCTTGCGGAAGTATCACTGCGGTAGATTCAACATCGTAC

CGAGGATAATTGTAAGGGTGTCGAACGCCTTCATAGTGACGCCATCTAAGTTGTAGCATG
A G I LM G V A Q P L I V A T S E V D Y

ATCACTTGTCCATACCTTACTATAATTGTATATAACACAAATCCTACAGTAGATATCAGT

TAGTGAACAGGTATGGAATGATATTAACATATATTGTGTTTAGGATGTCATCTATAGTCA
MV Q G Y RV I I T Y L V F G VvV T s I L

AATGGAAGAAACTTTAGGTAGCCTTTGGAATTTTCTTTTTTCATTATCTGTTTTTCTTCA

TTACCTTCTTTGAAATCCATCGGAAACCTTAAAAGAAAAAAGTAATAGACAAAAAGAAGT
L p L ¥F K L ¥ G K S N E K KM I Q K E E

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540
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195

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

10081

10141

10201

10261

10321

TACGCGGTGAATATCGCCCCAAGAATAAGTAGGATAATAGCAGTACTGCCAAGAAGATAA

ATGCGCCACTTATAGCGGGGTTCTTATTCATCCTATTATCGTCATGACGGTTCTTCTATT
y A T F I A G L I L L I I A T S G L L Y

TCCCGATTTGTTTGCCATTCTTGAAAAATCAATACAGCAACCATTGTATTAACTATCAAT

AGGGCTAAACAAACGGTAAGAACTTTTTAGTTATGTCGTTGGTAACATAATTGATAGTTA
b R N T Q W E Q F I L Vv A VvV M T N V I L

TGCAGACCAGTTGACATTGGTACTGTTTTTGAAACACCTATTTTATAAAAGGATTGAAAA

ACGTCTGGTCAACTGTAACCATGACAAAAACTTTGTGGATAAAATATTTTCCTAACTTTT
o L. 6 T s M p V T K S V G I K Y F S Q F

TACATGCTTTGCCCCAAAACCCAAAATAGTCCTGAAATCAAACCAATAATCCATGTTGCT

ATGTACGAAACGGGGTTTTGGGTTTTATCAGGACTTTAGTTTGGTTATTAGGTACAACGA
Yy M s 9 6 L v w F L G S I L G I I W T A

GTACTTAAATACGGTGTGAAAATAAAAAGGGAAAGTAGCCCTATAATGAATGCACCCATT

CATGAATTTATGCCACACTTTTATTTTTCCCTTTCATCGGGATATTACTTACGTGGGTAA
T s L Yy p T F I F L S L L G I I F A G M

GTCATTCCTAGTGTTTGTTGACGAAAATTCCCACCAAGTTTTCCAGCAATTAATCCGATA

CAGTAAGGATCACAAACAACTGCTTTTAAGGGTGGTTCAAAAGGTCGTTAATTAGGCTAT
T M 6 L T 9 0 R F N G G L K G A I L G I

ORFO9A Start« RBS
CTTCCCCAAGCAATTGCAGGTATTAAAGCAATTAATATATCCATAATAATAACCCACTCA

GAAGGGGTTCGTTAACGTCCATAATTTCGTTAATTATATAGGTATTATTATTGGGTGAGT
s G W A I A P I L A I L I D M

»Stop ORF9B
TAAATTTATGCGTTCCCTCCTCGTTGCCGTACAACAATAGTTGATGTATCAATATTGCTT

ATTTAAATACGCAAGGGAGGAGCAACGGCATGTTGTTATCAACTACATAGTTATAACGAA
* A N G G R Q R V V I T s T D I N S

GGCTGATTAATGGCAAATAAAACTGCTTCTGCAATACTTTCAGGTGAAATAGCTAACTTT

CCGACTAATTACCGTTTATTTTGACGAAGACGTTATGAAAGTCCACTTTATCGATTGAAA
p o N I A F L V A E A I S E P S I A L K

CTAATTTCTTTAAGTCCGTTTATAATGTCTTCTTCTGTAATATCTTCTCCTAATTCAGTA

GATTAAAGAAATTCAGGCAAATATTACAGAAGAAGACATTATAGAAGAGGATTAAGTCAT
R I E K L 6 N I I D E E T I D E G L E T

TCTGTCACCCCAGGAGCCAGTAGGGTAAGTTTGATACGTCCATCAAGTTCCCTTCTAAGG

AGACAGTGGGGTCCTCGGTCATCCCATTCAAACTATGCAGGTAGTTCAAGGGAAGATTCC
p T v G P A L L T L K I R G D L E R R L

CCTTCATGAATTGCACGAATAGCAAATTTTGTTCCTGCATAAATAACCCCTGTGGGTTCT

GGAAGTACTTAACGTGCTTATCGTTTAAAACAAGGACGTATTTATTGGGGACACCCAAGA
G E H I A R I A F K T G A Y I V G T P E

GCATTATAACTAGCGACTGAACCTGTTGTGATAATCTGACCATCGCCTGCTTCAAGCATA

CGTAATATTGATCGCTGACTTGGACAACACTATTAGACTGGTAGCGGACGAAGTTCGTAT
AN Y S AV S G T T I I 9 G D G A E L M

ATTGGCATAACGGCTGCTAACCCATGTAAAACACCTTTGATATTCACGTCCACCATCTTA

TAACCGTATTGCCGACGATTGGGTACATTTTGTGGAAACTATAAGTGCAGGTGGTAGAAT
I p MV A A L G HUL V G K I N V D V M K

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380
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196

10381

10441

10501

10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

TCCCATTCATCAGTTTTAAAAGATTCTACATGAGATAATGGCATAATTCCTGCGTTGTTA

AGGGTAAGTAGTCAAAATTTTCTAAGATGTACTCTATTACCGTATTAAGGACGCAACAAT
p w g D T K F S E V H S L P M I G A N N

AACATAACATCAACTTGACCAAATGTAGCTAATGATACTCGAACTAATTCATCGACTTCT

TTGTATTGTAGTTGAACTGGTTTACATCGATTACTATGAGCTTGATTAAGTAGCTGAAGA
F M V DV 0 G F T A L S V R V L E D V E

TCTTTCTTTGTGACATCTGTCACGGCATAAATTGCTTCACCTCCGTTATCAACAATTGTC

AGAAAGAAACACTGTAGACAGTGCCGTATTTAACGAAGTGGAGGCAATAGTTGTTAACAG
E XK K T v Db T VvV A Y I A E G G N D V I T

TTAACAATTGTTTTTAAGCGATCTTCACGACGGGCTCCCAAGACAATTTTCGCTCCTTTT

AATTGTTAACAAAAATTCGCTAGAAGTGCTGCCCGAGGGTTCTGTTAAAAGCGAGGAAAA
K v I1 T K L R D E R RA G L V I K A G K

TTCGATAGCAATAGAGCAGTTGCTCGACCAATACCACTACTTGCTCCTGTAATTACAATA

AAGCTATCGTTATCTCGTCAACGAGCTGGTTATGGTGATGAACGAGGACATTAATGTTAT
K s L L.L A T A R G I G S8 S A G T I V I

ORF9B Start<« RBS
ACTTTTCCTTTGATATTAGACATATATGATATTCTCCTTTCTTATTATGATACAATAAAA

TGAAAAGGAAACTATAATCTGTATATACTATAAGAGGAAAGAATAATACTATGTTATTTT
vV K 6 K I N S M

RBS »Start ORF9C

GCATAGCACCTTAGAGTTAGTCTCAGTCAAGCAAATATAGTAGGAGCGTGAAAAATATGA

CGTATCGTGGAATCTCAATCAGAGTCAGTTCGTTTATATCATCCTCGCACTTTTTATACT
M T

CTTATACAATTAAAGAAGTAGCCACAATAATGAATATCTCTGCACATACATTACGGTTTT

GAATATGTTAATTTCTTCATCGGTGTTATTACTTATAGAGACGTGTATGTAATGCCAAAA
y T I K E vaA T I M N I S A H T L R F Y

ATGATGATCATGGATTATTTCCTTTTGTACATCGGGATAAAAATAATGTACGTCAATTTT

TACTACTAGTACCTAATAAAGGAAAACATGTAGCCCTATTTTTATTACATGCAGTTAAAA
p b H G L F P F V HUR DK NNV R Q F S

CTGAAAAAGACTTAGAGTGGGTATATGTTGTTCAATGTCTGCGAACAACTGGGCTTCCCA

GACTTTTTCTGAATCTCACCCATATACAACAAGTTACAGACGCTTGTTGACCCGAAGGGT
E XK DL E W V Y V V g ¢C L R T T G L P I

TTGAGCAAGTGAAGCATTATATAAATATGTGTGTTGAAGGTGACGCAACAACAGAAGAGC

AACTCGTTCACTTCGTAATATATTTATACACACAACTTCCACTGCGTTGTTGTCTTCTCG
E Q VvV K H ¥ I N M C V E G D A T T E E R

GTTACAACCTAATGTTACAACAACGCGAGGTCATGCGAGCTGAATTACAAAAAATTGAAA

CAATGTTGGATTACAATGTTGTTGCGCTCCAGTACGCTCGACTTAATGTTTTTTAACTTT
Yy N L. M L. Q Q R E V M R A E L Q K I E K

AACAATTGAAAATGCTTGATTATAAAACGCAATACTATCATAATATTTTATTTAATGAGA

TTGTTAACTTTTACGAACTAATATTTTGCGTTATGATAGTATTATAAAATAAATTACTCT
¢ L K M L DY K T © Y Y H N I L F N E K

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160
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11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

11581

11641

11701

11761

11821

11881

11941

ORFIC Stop<
AAAAAGATTTGCATAATCCTTTTATTTTTGATAGTCCGATACAAGAACTGTAAGATTAAT

TTTTTCTAAACGTATTAGGAAAATAAAAACTATCAGGCTATGTTCTTGACATTCTAATTA
K b L H N P F I F D S P I QQ E L *

TTTAATTACGTAAATAGCAATGTATCTGGGCTTTAGTTTTTTGAAGTGCTATCAACTCAC
AAATTAATGCATTTATCGTTACATAGACCCGAAATCAAAAAACTTCACGATAGTTGAGTG
TACCGAATTATTACTTGCACGAATTGATGAGATAATTATTCATGAAAGAATCCAAATTGA
ATGGCTTAATAATGAACGTGCTTAACTACTCTATTAATAAGTACTTTCTTAGGTTTAACT
AGTACACTATAAATTCGGCTTAAGTGATTTAGGTGCACTCACTAAAAAAATGGTATAAAA
TCATGTGATATTTAAGCCGAATTCACTAAATCCACGTGAGTGATTTTTTTACCATATTTT
AAAGAGGCATGATTTCAATGCCTCTACTGAAATGAAACTATACTTGCTTATGAATAACTA
TTTCTCCGTACTAAAGTTACGGAGATGACTTTACTTTGATATGAACGAATACTTATTGAT

»Stop ORF10
CCATTAGCGCAATGCTTTTACTAATATCATGAAGTGGTAAAGTAGTTTGCTTGCCATCTA

GGTAATCGCGTTACGAAAATGATTATAGTACTTCACCATTTCATCAAACGAACGGTAGAT
* S T T F Y N A Q W R

CTAATTAAATCTTTGGCATCCTCTGTGGATAACTTTTTGTGGCCAATAATTTGTTCTTTA

GATTAATTTAGAAACCGTAGGAGACACCTATTGAAAAACACCGGTTATTAAACAAGAAAT
s I L D K A D E T S L K K H G I I Q E K

GCAATTTCTAAACTTTCAAAGTGATCAATTAATCGCTGTGCAGGGTTATTAATATATACA

CGTTAAAGATTTGAAAGTTTCACTAGTTAATTAGCGACACGTCCCAATAATTATATATGT
A I E L S E F H D I L R Q A P N N I Y V

TCACTTAAAAGAATGGAAGCTGTTTTTTCTGTCTCAGCAGCGTGAATTCCAACGATATAT

AGTGAATTTTCTTACCTTCGACAAAAAAGACAGAGTCGTCGCACTTAAGGTTGCTATATA
p s L L I s A T K E T E A A H I G VvV I Y

»Stop norA

ORF10 Start<« RBS
CCTGCTGCTGTAACTAATAATAATTTATTCATATTTCTTCGCTCCCTTGTATTTGTTCTA
————————— B e Tt ittt L EEEEE P

GGACGACGACATTGATTATTATTAAATAAGTATAAAGAAGCGAGGGAACATAAACAAGAT
G A A T V L L L K N M

* I E E S G Q I O E
CTGTGTTATGAACCGATTTTTTTCTAGATAAAAACATATAAATGAAAATACAGGAAAAGG

GACACAATACTTGGCTAAAAAAAGATCTATTTTTGTATATTTACTTTTATGTCCTTTTCC
v T N H VvV S K KR S L F M Y I F I C S F

CAATCAAACCTGCAATAATATAAATGCCTTGGAACGACAATACATGATGGATTTCGCCCA

GTTAGTTTGGACGTTATTATATTTACGGAACCTTGCTGTTATGTACTACCTAAAGCGGGT
A I L GG A I I ¥ I G Q F S L V H H I E G

TAATATAAGGACCAATTCCTAAGCCTAAATCAAGCCCAATAAAATAAGTAGATAACCCAA

ATTATATTCCTGGTTAAGGATTCGGATTTAGTTCGGGTTATTTTATTCATCTATTGGGTT
M I Yy P G I G L G L DL G I F Y T S L G

TCCCAATTCGATGTGGCTCACAAACTTTTAAACAAACTGCTTGGCCATTTGACATAAAGG

AGGGTTAAGCTACACCGAGTGTTTGAAAATTTGTTTGACGAACCGGTAAACTGTATTTCC
I G I R H P E CV K L C V A Q G N S M F

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000
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198

12001

12061

12121

12181

12241

12301

12361

12421

12481

12541

12601

12661

12721

12781

TGCCGTAACCCAAGCCAATCAGTCCACCTGAAATAAGTAAAACTAAACTAGAAGTCGCAG

ACGGCATTGGGTTCGGTTAGTCAGGTGGACTTTATTCATTTTGATTTGATCTTCAGCGTC
T 6y 6 L 6 I L GG G S I L L Vv L 8§ S T A

TGCTTAAAACTACTAAACCTACTGCCAAAAAGATATAACTAGGGTACATAACATATTTTT

ACGAATTTTGATGATTTGGATGACGGTTTTTCTATATTGATCCCATGTATTGTATAAAAA
T s L v v L G VvV A L F I Y S P Y M V Y K

CGCCCTTCACATCAAAGATTTTCCCGGACATCGGTCTTGTAAAGGTAATAACCAACGCAT

GCGGGAAGTGTAGTTTCTAAAAGGGCCTGTAGCCAGAACATTTCCATTATTGGTTGCGTA
E G K vDF I K G S M P R T F T I V L A

AAACAACAAAGAAAAAAGTTCCAGCACTTACTAAATTAATTTCTCTTGCATAAGAAGCGA

TTTGTTGTTTCTTTTTTCAAGGTCGTGAATGATTTAATTAAAGAGAACGTATTCTTCGCT
Yy v v » F F T G A S V L NI E R A Y S A

GGAATGTGAGTACACTGGAATAAGAAATCCCCATTAAAAAGGCAATAAACGTAATTGGAA

CCTTACACTCATGTGACCTTATTCTTTAGGGGTAATTTTTCCGTTATTTGCATTAACCTT
L. » T L VS s Y s I 6 M L F A I F T I P

TAACTTTGTATTCGATAAAACTTTTCACAGTCCAAGTTTGTAAAGCTTTTTTGTGTTCGG

ATTGAAACATAAGCTATTTTGAAAAGTGTCAGGTTCAAACATTTCGAAAAAACACAAGCC
I v K ¥y B I F S K VvV T W T Q L A K K H E

GTGTTAAAACAATATTTTTAACTGGAAGATAGAAACAAAGAATGGCTGTTAGGAAAACAA

CACAATTTTGTTATAAAAATTGACCTTCTATCTTTGTTTCTTACCGACAATCCTTTTGTT
p T L v I N K V P L ¥ F C L I A T L F V

TGACAGAAGAGAAAATAATAATCGTATAAAAATTTGTATGACTTAATAAAATCATCCCAA

ACTGTCTTCTCTTTTATTATTAGCATATTTTTAAACATACTGAATTATTTTAGTAGGGTT
I vs s ¥ I I I T Y F N T H S L L I M G

TAAAAGGACCAATAGCAGCTGCGAGACTCGTGCTAAGACCGTAATAATTAATTCCTTCTC

ATTTTCCTGGTTATCGTCGACGCTCTGAGCACGATTCTGGCATTATTAATTAAGGAAGAG
I ¥ P G I A A A L S T S L G Y Y N I G E

CATTTCTAGATGGAGGAATGTAGGCTGTTACAATCGCGTTGGTGGCCGTAGATGTTGTTC

GTAAAGATCTACCTCCTTACATCCGACAATGTTAGCGCAACCACCGGCATCTACAACAAG
G N R S P P I Y A T V I A N T A T S T T

CATACGCAAAACCATTTAAGAAGCGAATAAAGAACATTATCCCAATGGTCGGCATATATA

GTATGCGTTTTGGTAAATTCTTCGCTTATTTCTTGTAATAGGGTTACCAGCCGTATATAT
G Yy A F G N L F R I F F M I G I T P M Y

AGTAAGCTACCGTAGTTAGTAAGAAAAATAAAATGCCATATCTTAAAACTCGCTGACGTC

TCATTCGATGGCATCAATCATTCTTTTTATTTTACGGTATAGAATTTTGAGCGACTGCAG
L vy A v T T L L F F L I G Y R L V R Q R

CTAGTAATTCTAACTTTTTACCCATATATAATCTGGCAAGTAAAGTCCCGATAATATAAA

GATCATTAAGATTGAAAAATGGGTATATATTAGACCGTTCATTTCAGGGCTATTATATTT
G L L E L K K 6GM Y L R AL L T G I I Y

TACCGGAAGCAAAACCAGCCTCACCAAGTGACGCATTCAATTCCTCTTGGGCGATTACGG

ATGGCCTTCGTTTTGGTCGGAGTGGTTCACTGCGTAAGTTAAGGAGAACCCGCTAATGCC
I G S A F G A E GL S A NL E E Q A I V

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840



8 Anhang

199

12841

12901

12961

13021

13081

13141

13201

13261

13321

13381

13441

13501

13561

13621

CGATAATAACCATCAGCAAATAATAAACCAGATAAACAACAAAGTTAATCAATGTAATCA

GCTATTATTGGTAGTCGTTTATTATTTGGTCTATTTGTTGTTTCAATTAGTTACATTAGT
A I I vM™M L L Y Y V L Y VvV vV F N I L T I

norA Start« RBS
AGATAAACCCCTTATTAAATAATTTTTCTTTCATAAAATAAAATCCCTTTCTACTTGTAA
————————— B At e e et i e

TCTATTTGGGGAATAATTTATTAAAAAGAAAGTATTTTATTTTAGGGAAAGATGAACATT
L I F G K N F L K E K M

TCTGTTATTTTTCTCAGCGACAAGCAATATTATAGGGGATTTTTCTTTTGGATACTTTTT

AGACAATAAAAAGAGTCGCTGTTCGTTATAATATCCCCTAAAAAGAAAACCTATGAAAAA

PrfA-Box
AATTTGGTAAATCTTTCTGATATATACAAATATGTATAACAAATGTTGAAAAAAATGGTA
————————— B e ittt e et

TTAAACCATTTAGAAAGACTATATATGTTTATACATATTGTTTACAACTTTTTTTACCAT

RBS
ATATTATTTTGTATGATTAATAAGTTAGTTTATTAGTACAAAGAAAAAAGGACGGTGCAC
————————— e ettt ettt

TATAATAAAACATACTAATTATTCAATCAAATAATCATGTTTCTTTTTTCCTGCCACGTG

»Start ORF1l1l
AATGGATTATGACATACTTGATAACTACGTAAGTTCCAATGATTTCCAAATAATCACTAG

TTACCTAATACTGTATGAACTATTGATGCATTCAAGGTTACTAAAGGTTTATTAGTGATC
M D Yy D I L DN Y V S S N D F Q I I T R

AAAAAAACGGAAATATTTAACTTATGAAGGACTGGAAGATTCTTATGTCTATATATTAAA

TTTTTTTGCCTTTATAAATTGAATACTTCCTGACCTTCTAAGAATACAGATATATAATTT
K K R K ¥y L T Y E GG L E D S Y VvV Y I L K

AAAGGGAATTATTAAAACAAGTATTATTTCTAGAGATGGCCGAGAATTTAATCTAGGCTA

TTTCCCTTAATAATTTTGTTCATAATAAAGATCTCTACCGGCTCTTAAATTAGATCCGAT
K 6 I 1T K T s I I s R D G R E F N L G Y

TATCAATAAAATGGATATTGTGTCTCTTTTAAAAGATGAGTACTCTCAGTTTGCCAATGC

ATAGTTATTTTACCTATAACACAGAGAAAATTTTCTACTCATGAGAGTCAAACGGTTACG
I N K M DI VvV S L L XK D E Y S QQ F A N A

ACCATTTAACCATTCGCGTGGAATCAGACCAGTGCTGAGCTTTATCAAATTGACCGAGTT

TGGTAAATTGGTAAGCGCACCTTAGTCTGGTCACGACTCGAAATAGTTTAACTGGCTCAA
P ¥F NH S R G I R P V L S F I K L T E F

ORF11l Stop<«
CGATTTTGGAAAGACGTCAATCAGGATCAGGATTTACAATTTTATGTAAAAGATTATTAT

GCTAAAACCTTTCTGCAGTTAGTCCTAGTCCTAAATGTTAAAATACATTTTCTAATAATA
D F G K T s I R I R I Y N F M *

CGAACGCGATTGCTCCCAATCTATCAAAAAAATGCAACAAATGCTGATGAANGGGAAATT
GCTTGCGCTAACGAGGGTTAGATAGTTTTTTTACGTTGTTTACGACTACTTNCCCTTTAA
GGGTGCAATCTGTACGCAATTATATGAGCTTTATACTTTATTCGGAGTGGAAATAGAAGA
CCCACGTTAGACATGCGTTAATATACTCGAAATATGAAATAAGCCTCACCTTTATCTTCT
CAACCAATATTTAATCGACTTTTTAGTGAGTAATGAAGAAATTGGTCATTTTTGTGGGAT

GTTGGTTATAAATTAGCTGAAAAATCACTCATTACTTCTTTAACCAGTAAAAACACCCTA

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680
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AAATTCTGCGAGTAGCGTCAATCGTATTTTTCAACAATTAAAAACAGAAGGGGTAATTAC
————————— e ettt et
TTTAAGACGCTCATCGCAGTTAGCATAAAAAGTTGTTAATTTTTGTCTTCCCCATTAATG

13681 13740

GATGCGTAATCGCTATATCATTATAAAAAAATTAGATGTTATCCAAGAAAACGTTATTTT
————————— e T R
CTACGCATTAGCGATATAGTAATATTTTTTTAATCTACAATAGGTTCTTTTGCAATAAAA

13741 13800

TTAATAGAATCCATTAGAAAAGCACTGCAAAAGTTGACTGCAGTGCTTTTCTATCCTCTT
————————— R e R e S e s
AATTATCTTAGGTAATCTTTTCGTGACGTTTTCAACTGACGTCACGAAAAGATAGGAGAA

13801 13860

TTTTTAAACGAATAGCGGATTCTAAGTGTAATTGTCCCAATAATGATTAACAATAAGCCA
————————— e e it Sl
AAAAATTTGCTTATCGCCTAAGATTCACATTAACAGGGTTATTACTAATTGTTATTCGGT

13861 13920

ACCATCAAGTTTTCTAAATCACTAAAATCCCAGAAAATCGAAATCCCAATGTTAGATAGT
————————— e it e Satata e e
TGGTAGTTCAAAAGATTTAGTGATTTTAGGGTCTTTTAGCTTTAGGGTTACAATCTATCA

13921 13980

CCTAAAAAAACAAAAACCAAGCCGACAACAAGCAAAACGATATATGCTGGTTTAGACATT
————————— e e et Sate T e
GGATTTTTTTGTTTTTGGTTCGGCTGTTGTTCGTTTTGCTATATACGACCAAATCTGTAA
————————— et et Sat e e

13981 14040

13981 14040
TTCATAAGGACGCCTCACTTACTAATAATAATTTCCCCATTATTGTAACATAAGTTTCCT
————————— et atan Sata e e e
AAGTATTCCTGCGGAGTGAATGATTATTATTAAAGGGGTAATAACATTGTATTCAAAGGA

14041 14100

TTTCGACATTTTCGCTTGTTATKGTTTTGA
————————— t-————————+----—--—--+ 14130
AAAGCTGTAAAAGCGAACAATAMCAAAACT

14101

8.1.2 Sequenz von i-inlG in verschiedenen L. ivanovii-Stimmen

Nachfolgend sind die sequenzierten Bereiche der kleinen Internaline i-inl/G aus verschiedenen L. ivanovii-
Staimmen abgebildet. Es wurde jedoch nur der intragenische Bereich um den moglichen Fusionspunkt der zwei
kleinen Internaline i-inl/G1 und i-inlG2 analysiert (Kap. 5.2.3). Es ist nur der codierende (5’—3’-) Strang der
Sequenz dargestellt, die GroB3e ist am linken Rand in Basenpaaren (bp) angegeben.

i-inlG von L. ivanovii ATCC19119 - Contig[0008]

1 CAAAATGTGT GAATGAACCA GTGGAATATA ACGCTAAATT GGTTATTCCA
51 AATACTATCA AAGCCCCAAA TAAAAAATTG ATTGCCCCAA GTTTTATTAG
101 TAATAATGGA ATGTATATAA ATGACCAAGT TACATGGGAC TTACCTGCTT
151 ATACAAGTGA AGTAAGCTAT CATTTTAGCA AAATTGTAAG GGTTGGAGAA
201 ACGAAAGCAC TATTTGATGG CACAGTGATA CAGCCCTTAC TCTCTAAGAT
251 ATCTGATAGT GAAAACGAAA AAGATTTATC GGAGTCTAAT CAAGCAGAAA
301 GACGCAAAGA AAGTCTAAGA AAAAAGAATA GTACGGATGT TGGGTCAGAG
351 GATGAATTAG ATAAAGGAAA TGAATCTCAC GCTGTAAGTA TCTCCAAACC
401 GCTTCCTATT AATGAAATTT TTCCGGATCC AGGTATAGCG AATGAAGTGA
451 AAAGAATTCT ATGCAAGAAG AGCGTGTCAG ATATTGTTAC GCAAAAGGAA
501 CTAAATAGTA TAAGGAAATA CTTTAATTGC AATGAAAGCA AT

i-inlG von L. ivanovii subsp. londoniensis - Contig[0003]

1 AAATGTGTGA ATGAACCAGT GGAATATAAC TCTAAATTGG TTATTCCAAA
51 CACTATCAAA GCTCCAAATA AAAAAATAAT TTCCCCAAGT TTTATTAGTA
101 ATAATGGAAT GTATATAAAT GGACAGGTTA CATGGGACTT ACCAACTTAT
151 ACAAGTGAAG TAAGCTATAA TTTTAGCCGA GTTGTAAGAG TAGGACAAAC
201 GAAAGCTCTG TTTGATGGTA CAGTGATACA ACCATTACTT CCTAATAATG
251 AAGATGAAAA AGATTTTTCG GAGTCCAATC AAACAAAAGG ACAAGATGAA
301 AGTCTAAGAA AAAAGAATAA TACGGATGTT GAGCCAAAGG GGGAATTAGA
351 TGAATCTCGC ACTGTAAGAA TCTCCAAACC GAGACCTATC AATGACATTT
401 TTCCGGATCC TAGCCTAGCA AATGAAGTGA AGAGAGTTTT AGGCAAAAAG
451 AGTGTGTCAG ATATTGTTAC GCAAAAAGAA CTAAATAAAA TAAAGAAATA
501 TTTGAATGC
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i-inlG von L. ivanovii P-24 - Contig[0024]

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

TTTTAAATTN
AAANAANGGT
GCGTTNNTGA
CTGAGATTTA
AGAGATCCGT
AAAATTAACT
TTATTGGATT
ACTAAAGAAG
AACCAGTGGA
CCAAATAAAA
TATAAATGAC
GCTATCATTT
GATGGCACAG
CGAAAAAGAT
TAAGAAAAAA
GGAAATGAAT
AATTTTTCCG
AGAAGAGCGT
AAATACTTTA

TTTGGGCTTA
TTTTCNGGTT
NGTANNCTGN
GGTATCCNCT
TCGCTTGTCA
AAAAAATATT
TGAGTAGAAA
ATAAGCTGGC
ATATAACGCT
AATTGATTGC
CAAGTTACAT
TAGCAAAATT
TGATACAGCC
TTATCGGAGT
GAATAGTACG
CTCACGCTGT
GATCCAGGTA
GTCAGATATT
ATTGCATGAA

NAAAATTGGG
NTATTGCAGC
CTAAGTTACT
GTCATTGTCG
TTTAAGCATC
GAAGGGCTCT
TGAATTAAGA
TAGATTTGAC
AAATTGGTTA
CCCAAGTTTT
GGGACTTACC
GTAAGGGTTG
CTTACTCTCT
CTAATCAAGC
GATGTTGGGT
AAGTATCTCC
TAGCGAATGA
GTTACGCAAA
AGCATG

i-inlG von L. ivanovii P-55 - Contig[0008]

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801

TAGAGGCAGT
AAAGTTACTA
CCCATAGTCG
AAAGATCTAG
GCTCTCTCAT
TTAAGAAATT
TTTGACTTGT
TGGTTATTCC
AGTTTTATTA
CTTACCTGCT
GGGTTGGAGA
CTCTCTAAGA
TCAAGCAGAA
TTGGGTCAGA
ATCTCCAAAC
GAATGAAGTG
CGCAAAAGGA

TTTGGGGCAT
NTGGCTTGNT
CTTATGNTGA
AACTTTNTCT
TTATCCAAAC
TATCTGTATT
CAAAAATGTG
AAATACTATC
GTAATAATGG
TATACAAGTG
AACGAAAGCA
TATCTGATAG
AGACGCAAAG
GGATGAATTA
CGCTTCCTAT
AAAAGAATTC
ACTAAATAGT

TTTATAAGNG
TACAAAATAC
GAACGACTCA
TTAGTAAAAT
TTAAAATTAT
AAAAAGACTA
TGAATGAACC
AAAGCCCCAA
AATGTATATA
AAGTAAGCTA
CTATTTGATG
TGAAAACGAA
AAAGTCTAAG
GATAAAGGAA
TAATGAAATT
TATGCAAGAA
ATAAGGAAAT

8.1.3 purH-Sequenz von L. ivanovii

NNNCCCCCCT
ATTTNTGGGN
AATGGCTTGG
CTTATGGTGA
TAGAGACTTT
CTCATTTATC
AATTTATCTG
TTGTCAAAAA
TTCCAAATAC
ATTAGTAATA
TGCTTATACA
GAGAAACGAA
AAGATATCTG
AGAAAGACGC
CAGAGGATGA
AAACCGCTTC
AGTGAAAAGA
AGGAACTAAA

GTTTTGANAA
GGAGATTAAG
NGATGCGTTC
TAACTAAAAA
TGGATTTGAG
AAGAAGATAA
AGTGGAATAT
ATAAAAAATT
AATGACCAAG
TCATTTTAGC
GCACAGTGAT
AAAGATTTAT
AAAAAAGAAT
ATGAATCTCA
TTTCCGGATC
GAGCGTGTCA
ACTTTAATTG

TTTCNNGAAA
CATTTTTTAA
ATACAAAATA
GATACGACTC
ATCTATAAGT
CAAACTAAAA
TATTAAAAAG
TGTGTGAATG
TATCAAAGCC
ATGGAATGTA
AGTGAAGTAA
AGCACTATTT
ATAGTGAAAA
AAAGAAAGTC
ATTAGATAAA
CTATTAATGA
ATTCTATGCA
TAGTATAAGG

AGTTTTGCCT
GATTCCCCTG
GCTGTTCTTT
ATATTGAAGG
TAGAAATGAA
GCTGGCTAGA
AACGCTAAAT
GATTGCCCCA
TTACATGGGA
AAAATTGTAA
ACAGCCCTTA
CGGAGTCTAA
AGTACGGATG
CGCTGTAAGT
CAGGTATAGC
GATATTGTTA
CAATGA

Als Contig [0031] ist die LipurH-Sequenz angegeben. Sie wurde zur Herstellung der L. ivanovii-spezifischen
Integrationsplasmide bendtigt. Es ist nur der codierende (5°—3’-) Strang der Sequenz dargestellt, die GroBe in
Basenpaaren (bp) kann anhand der links angegebenen Zahlen abgelesen werden.

Contig[0031]

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

CTTGATGGTC
TGCAAGACGT
TTCAACCCAT
ATTCAAAAAC
TGGTGGTCCT
CTGTAGTTGT
GAACACGGTG
TTTCCGACAT
GCATAACGGG
AAACAAGTGC
TACAGAACCA
ATGGAAAAGA
AAAATCGCTA
GAATCCATGC
AAGCCTATGA

GCGTAAAAAC
GATACAGAAG
TGATTTAGTA
CAGGTGTTTC
TCAATGTTAC
TGATACTTCA
CGACAACATT
ACTGCTGCTT
AGAAACTTTC
TTCGTTACGG
CAGGCAGTAA
GTTATCCTAT
GTGAATTTAG
GGGGTTGGAG
AGCGGGATGA

ACTTCATCCA
CACATATGGA
GTAGTAAATT
TTTAGAAGAA
GCTCTGCTGC
GACTATGAAA
TGAAACACGC
ATGACGCATT
CCAGAAAAAG
TGAAAATCCT
AAAACGCGAT
AATAATATAC
TGAGCCAGTT
TAGGTACGAC
AAA

GCTATTCATG
TGCTATTGCA
TATACCCTTT
GCTATCGAAA
CAAAAATTAT
CAGTACTTGC
GAGCGTTTAG
AATTGCTGAA
TGACTTTAAC
CACCAAGATG
AAGTACTGCA
GTGATACAGA
GCAGTAGCTG
AATTGAAGAG

GTGGTCTACT
GCTCATCACA
TCAAGAAACC
ATATTGATAT
GCAGCCGTGA
AGAGTTAAGT
CTGCCAAAGT
TACTTAACAG
CTATAATCGA
CAGCTTTTTA
AAACAATTGC
TGCAGCACTG
TAAAACATAT
GCTTATTTAA
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8.2 Abkiirzungen

A

Abb.
ActAlactA
Amp
Amp®
APS
AS
ATCC
ATP

B.

BHI

bp
BPB
BSA
bzw.

C

°C

ca.
cDNA
CIP
Cm
Cm®
Csa

Da

dco
DEPC
deion.
dest.
d.h.
DMFA
DMSO
DNA
DNase
dNTPs
ds

DTT

E.
EDTA
Em
Em®

et al.
EtBr
EtOH
evtl.
F-Aktin
FCS

g

G
G-Aktin
GW

h
HEPES
HSPG
(1)
i.d.R.
I-inl/i-in/
InlA/inlA
IPTG
kb

Adenosin

Abbildung

Aktin-bindender Faktor A/-Gen
Ampicillin

Ampicillinresistenz
Ammoniumperoxodisulfat
Aminosdure

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat

Bacillus

Brain Heart Infusion
Basenpaare

Bromphenolblau

Bovine Serum Albumine (Rinderserumalbumin)
beziehungsweise

Cytosin

Grad Celsius

circa

komplementire DNA

Calf Intestinal Phosphatase
Chloramphenicol
Chloramphenicolresistenz

cell surface anchor

Dalton

"double crossover"
Diethylpyrocarbonat
deionisiert

destilliert

das heif3t

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig

Dithiothreitol

Escherichia
Ethylendiamintetraacetat
Erythromycin
Erythromycinresistenz

und andere

Ethidiumbromid

Ethanol

eventuell

filamentdses Aktin

fotales Kdlberserum

Gramm

Guanosin

globuldres Aktin

Genome Walking

Stunde

4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinethansulfonséure
Heparansulfat-Proteoglykane
ivanovii

in der Regel

Internalin/-Gen von L. ivanovii
Internalin A/-Gen
Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid
Kilobase
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kDa
KE
Km
Km®
kV

1

L.

LB
ldh
LIPI-1
LIPI-2
LLO/hly
log.
LRRs
Lsg.
LZZ

u

m

M
MCS
MEM
MIC
min.
MOI
MOPS
Mpl/mpl
mRNA
MW

n

N
OD...
0.g.
ORF

p

p60/iap
PAI

PBS
PC-PLC/plcB
PCR

p.i.
PI-PLC/plcA
PNK
PrfA/prf4
prs

RNA
RNase
rpm

RT

S

S.

SCO

SDS
SLCC
Smase
S.0.
SOD/sod
sog.

sS

S.U.

Sv

T

Tab.

Kilodalton

Klett-Einheiten

Kanamycin
Kanamycinresistenz

Kilovolt

Liter

Listeria

Luria-Bertani
Lactatdehydrogenase-Gen
Listeria Pathogenitdtsinsel 1 (Virulenzgencluster)
Listeria ivanovii Pathogenititsinsel 2
Listeriolysin O/-Gen
logarithmisch

Leucin-reiche Repeats
Losung

Lebendzellzahl

mikro (10

milli (107)

Molar

Multiple Cloning Site
Minimum Essential Medium
minimale inhibitorische Konzentration
Minute

Multiplizitit der Infektion
Morpholinopropansulfonséure
Metalloprotease/-Gen
Messenger RNA
Molekulargewicht

nano (107)

Normal

optische Dichte bei ... nm
oben genannt

Open Reading Frame

pico (107%)

60 kDa-Protein/-Gen
Pathogenititsinsel
Phosphat-gepufferte Saline

Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C/-Gen

Polymerase Chain Reaction
post infection

Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C/-Gen

Polynukleotidkinase

Positiver Regulationsfaktor A/-Gen
Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Synthetase-Gen
Ribonukleinséure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur; Reverse Transkription
Sekunde

sieche

"single crossover"
Natriumdodecylsulfat

Seeliger Listeria Culture Collection
Sphingomyelinase

siche oben
Superoxid-Dismutase/-Gen
sogenannt

einzelstrangig

sieche unten

Serovar

Thymidin

Tabelle
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TAE
TBE
Tc
TcR
Tm
Tris
U
u.a.
UN
UNK
uv
VASP
vgl.
Vol.
v/v
W
w/v
WT
X-Gal
z.B.
z.T.
77

Tris-Acetat-EDTA
Tris-Borsdure-EDTA

Tetracyclin

Tetracyclinresistenz
Schmelztemperatur

Tetramethyl Rhodamine Isocyanat
Unit (Einheit)

unter anderem

iiber Nacht

Ubernachtkultur

Ultraviolett
Vasodilator-stimulierendes Protein
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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