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1 Einleitung

1 Einleitung

Die meisten terrestrischen und aquatischen Habitate auf der Erde stellen einen Lebensraum dar,
der periodisch oder permanent von niedrigen Temperaturen gepragt ist. Dabei gehen
Schatzungen davon aus, dass ungefahr 80 % der Biosphére eine Umgebungstemperatur von
5 °C und weniger aufweisen. Den gréRten Anteil machen hierbei Ozeane, Polarregionen und
kontinentale Gebirgsregionen aus. Zu diesen natlrlichen Habitaten kommen in einem
geringeren AusmaR von Menschen geschaffene Lebensraume in gekuhlten Rdumen und
Gerétschaften (Kuhl- und Gefrierschranke) hinzu (RODRIGUES & TIEDJE, 2008; MARGESIN &
MITEVA, 2011). Damit z&hlt die Kalteanpassung von Mikroorganismen zu den wichtigsten
Adaptationsmechanismen an ,,extreme* Umweltbedingungen und gewaéhrleistet somit das
Wachstum im Grofteil der Habitate. Mikroorganismen die in kalten Umgebungen wachsen,
werden weiterhin anhand dem Grad ihrer K&lteanpassung unterteilt. Psychrophile Organismen
besitzen eine optimale Wachstumstemperatur von <15 °C und zeigen kein Wachstum uber
20 °C, wohingegen psychrotolerante Mikroorganismen auch bei Temperaturen um 0 °C
uberleben kdnnen, aber ein Optimum zwischen 20 bis 25 °C besitzen (MORITA, 1975; HELMKE
& WEYLAND, 2004). Es gibt zwar keine verbindliche untere Temperaturgrenze fir
Psychrophile, aber aktive Zellprozesse von Mikroorganismen wurde bereits fur -18 °C
demonstriert und es wird angenommen, dass die untere Grenze bei -20 °C erreicht sein kdnnte
(MARGESIN & MITEVA, 2011; CLARKE et al., 2013; MERINO et al., 2019). Folglich dominieren
psychrophile Organismen den Teil des marinen Okosystems, der durchgehend von
Umgebungstemperaturen von unter 5 °C gekennzeichnet ist. Psychrotrophe oder Kaélte-
tolerante Mesophile dominieren die terrestrischen Biospharen, die von einem stetigen Wandel

der Umgebungstemperaturen gepragt sind (BOLTER, 2004; HELMKE & WEYLAND, 2004).

Aufgrund der schwankenden Umgebungstemperaturen, denen Lebensmittel gewohnlich
ausgesetzt sind, handelt es sich bei den meisten Lebensmittel-relevanten Mikroorganismen, die
in der Regel auch bei 30 °C und hoher wachsen konnen, in der Tat um Kalte-resistente
Mesophile (JAY et al., 2005). Dieser Begriff pragt in dieser Arbeit Organismen, die ihrer
optimalen Wachstumstemperatur nach als Mesophile eingeordnet werden. Deren Stoffwechsel
aber eine gewisse Resistenz gegenulber kalten Temperaturen aufweist, sodass Wachstum bei

Temperaturen zwischen 4 °C und 10 °C innerhalb einer Woche sichtbar ist.



1 Einleitung

Neben der Okologie sind Kalte-angepasste Mikroorganismen auch von groRer Bedeutung fiir
die Lebensmittelindustrie und der damit einhergehenden Lebensmittelsicherheit. Grundsétzlich
sind Lebensmittel aufgrund ihres hohen Néhrstoff- und Wassergehalts ein ideales Nahrmedium
flr die verschiedensten Mikroorganismen. Durch die wachsende industrialisierte Produktion
von Lebensmitteln, speziell der Zunahme an gektihlten und gefrorenen Lebensmitteln, riicken
Kalte-tolerante Bakterien verstarkt in den Fokus der Offentlichkeit (SCANNEL, 2005). Im
Lebensmittelbereich stellen Kalte-tolerante mesophile Bakterien Risiken in Form von
Pathogenen, Verderbniserregern oder Toxinbildnern dar. Beispielhaft zu nennen, waéren
Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas spp. und Micrococcus spp. (RUSSELL, 2002;
SCHERER & NEUHAUS, 2006; LAKSANALASMAL et al., 2011). Diese Spezies sind nicht in der
Lage bei Temperaturen unter 0°C zu wachsen und unterscheiden sich hiermit von
psychrophilen Mikroorganismen, fur die der Lebensmittelverderb bereits bei einer Lagerung
von -8 °C bis sogar -18 °C festgestellt werden konnte (CoLLINS & Buick, 1989; GEIGES, 1996).
Aber sie zeichnen sich durch ihren besonders breiten Temperaturwachstumsbereich aus, der
haufig eine Spanne von 40 °C oder 50 °C umfassen kann. Im Vergleich dazu besitzen
psychrophile Spezies einen deutlich schmaleren Bereich (GOUNOT & RUSSEL, 1999). Die grofite
Relevanz fiur Lebensmittel besteht demnach bei 4 bis 6 °C (Kuhlschranke) und 10 bis 12 °C
(offene Kihlvitrinen). In diesem Temperaturfenster von 4 bis 12 °C sind die Psychrotoleranten
und Kalte-toleranten Mesophile in der Lage sich bei ausreichend groflen Wachstumsraten zu
vermehren. Wird dabei die Kihlkette unterbrochen, steigen Wachstumsraten und das
Risikopotential exponentiell an. Das Vorhandensein der genannten Spezies in Lebensmitteln
ist eine haufige Ursache fir Verderb und Lebensmittelvergiftung (HEBRAUD & POTIER, 1999).
Diese werden in regelméBigen Abstdnden in ausgelieferten Lebensmitteln vorgefunden
(SCHARFF, 2012).

1.1  Uberblick der allgemeinen Kilteantwort in Bakterien

Die Temperatur stellt einen Umweltfaktor dar, der sich auf die meisten Zellbestandteile und
physiochemischen Zellprozesse auswirkt (FARRELL & ROSE, 1967; SUUTARI & LAAKSO, 1994;
BEALES, 2004). Somit ist das Wachstum bei niedrigen Temperaturen eine Herausforderung die
auf vielen Ebenen gemeistert werden muss (SCHERER & NEUHAUS, 2006). Eine Reduktion der

Temperatur wirkt sich negativ auf die Enzymkinetiken, Nahrstoffaufnahme tber die Membran,
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1 Einleitung

Makromolekulsynthese und -interaktion, sowie die Membranfluiditdt und -ordnung aus.
Verschiedene Faktoren konnen zur Eiskristallbildung fihren und somit irreversible Zellschéden
verursachen. (RATKOWSKY et al., 1982; NEDWELL, 1999, FELLER & GERDAY, 2003; BEALES,
2004; JAY et al., 2005; SCHERER & NEUHAUS, 2006). Fir das Wachstum bei niedrigen
Temperaturen haben Mikroorganismen entsprechende Anpassungsmechanismen entwickelt,
um Zellfunktionen und die Interaktion der Makromolekdle sowie die Kompensation von damit
verbundenen Stressfaktoren sicherzustellen (HEBRAUD & POTIER, 1999; SAUNDERS et al., 2003;
SCHERER & NEUHAUS, 2006; DE MAAYER et al., 2014). In ihrer Gesamtheit stellt die
Kélteanpassung ein &ulerst komplexes System dar, wobei einzelne Anpassungsmechanismen
auch separat betrachtet werden kénnen.

Die Kalteanpassung beginnt mit der Kélte-Detektion und Signalweiterleitung. Die Detektion
kann dabei anhand verschiedener Zellbestandteile erfolgen. In der Literatur beschrieben sind
zum Beispiel die Detektion tiber die Membran, wobei die Fluiditat von der Zelle als MessgroRe
verwendet wird (AGUILAR et al., 2001; LINDSTROM et al., 2012; MASCHER et al., 2014). Oder
die Wahrnehmung der Temperaturdanderung anhand der Konformationsanderung (Super-
coiling) der DNA, womit die Expression spezifischer Gene gesteuert wird (HURME & RHEN,
1998; ERIKSSON et al., 2002; GIANGROSSI et al., 2002; PRAKASH et al., 2009). Ebenfalls durch
Kélte-induzierte Konformationsédnderung werden Proteine, Ribosomen und die mRNA als
Sensoren gebraucht (BRANDI et al., 1999; YAMANAKA & INOUYE, 2001; ERIKSSON et al., 2002).
So wird zum Beispiel die Halbwertzeit von Kélteschock-Proteinen kodierender mRNA durch
die Konformationsanderung verldngert und gleichzeitig die Translation von nicht Kélte
relevanter Proteine inhibiert (MORITA et al., 1999; CHOWDHURY, 2003). Eine direkte Detektion
der Kalte erfolgt zum Beispiel in E. coli anhand eines Transmembran-Chemorezeptors, dessen
Histidin-Kinase-Aktivitat von einem Temperaturabhangigen Methylierungs-Equilibrium
gesteuert wird (NARA et al., 1996; NISHIYAMA et al., 1999).

Nach der Detektion erfolgt eine Kélteschockantwort der Zelle die durch sogenannte ,,cold
induced proteins“ (CIPs) streng reguliert wird. Dabei werden CIPs anhand des Zeitpunktes und
der Expressionsstarke nach Eintritt der Temperaturabsenkung unterteilt. Zuerst erfolgt eine
starke aber vorrubergehende Expressionssteigerung von ,,cold shock proteins* (CSPs). Diese
circa 7 kDa grol3en Proteine dienen der initialen Kélteanpassung (WOUTERS et al., 2000). Sie
modifizieren eine Vielzahl an Zellfunktionen hinsichtlich ihrer Kéltekompatibilitat und helfen
mit Kalte-bedingten Stressfaktoren. Dazu gehdren Anpassungen des Metabolismus,
Transkription, Translation, Membranmodifikation und der Proteinfaltung (SUUTARI & LAAKSO,

1994; GRAUMANN et al., 1996; GRAUMANN et al., 1997; BRANDI et al., 1999). Nach der initialen
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1 Einleitung

CSP-abhédngigen Kélteadaptation erfolgt eine leichte aber durchgehende Expressionssteigerung
der ,,cold acclimation proteins* (CAPs), die das fortlaufende Wachstum gewéahrleisten (LIU et
al., 2002; SCHERER & NEUHAUS, 2006; TREVORS et al., 2012). Dadurch erfolgt auch eine
Anpassung des Proteinsyntheseapparates (JIANG et al., 1997; DALLUGE et al., 1997; PRUR,
1999) und des Proteinexpressionsmusters. Neben Proteinen helfen auch kompatible Solute wie
etwa Betain, Trehalose, Ectoin oder Carnitin mit der Kalte-Akklimatisation wahrend des
Wachstums (KANDROR et al., 2002; Ozcan et al., 2007). lhre vermutete Funktion besteht darin,
als chemische Chaperone die Denaturierung und Aggregation von Proteinen zu verhindern.
Weiterhin sollen sie oxidativen Stress reduzieren und als Frostschutzmittel die Bildung von
Eiskristallen unterdriicken (KANDROR et al., 2002; CLELAND et al., 2004). Kompatible Solute
werden entweder mit Hilfe von spezifischen Transportern aus dem Medium aufgenommen oder
neu synthetisiert (BRIGULLA et al., 2003). Sie sind im Cytoplasma lokalisiert und werden nicht
in die Zellmembran eingelagert, sodass ein direkter Einfluss auf die Membranfluiditat
unwahrscheinlich ist (CLELAND et al., 2004).

Viele Teilaspekte der Kalteadaptation konnten in den letzten Jahrzehnten entschliisselt und
teilweise miteinander verknupft werden. Die Kélteanpassung als Ganzes ist aber nicht komplett
verstanden und somit Gegenstand der gegenwaértigen Forschung. Angemerkt wird dabei, dass
die meisten Daten von einzelnen individuellen Proteinen und Genen innerhalb eines Stammes
untersucht worden sind. Infolgedessen zeigen sich die Defizite des derzeitigen Wissenstandes
in der globalen zelluladren Reaktion an niedrige Temperaturen (DE MAAYER et al., 2014). Im
Fokus dieser Arbeit steht die Ausweitung unseres Verstandnisses Uber die etablierte
Kélteanpassung der Zellmembran. Dieser Mechanismus der Zellmembranadaptation an

niedrige Temperaturen wird gesondert im nachsten Absatz erlautert.

1.2 Kalteanpassung der bakteriellen Zellmembran

Die Zellmembran ist essentiell fir die strukturelle Integritat der Zelle und grenzt somit das
Zellinnere von dem umgebenden Milieu ab, und bildet eine Diffusionsbarriere. Sie besteht aus
einer Lipiddoppelschicht, in die verschiedene Proteine eingelagert sind (GORTER et al., 1925,
DANIELLI et al., 1935). Diese konnen auf einer Lipidschichthalfte aufliegen (peripher) oder die
komplette Lipiddoppelschicht (integral oder transmembranal) durchspannen (SINGER &

NICHOLSON, 1972). Durch die assoziierten Proteine erweitert sich das Funktionsspektrum der
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Zellmembran um weitere wichtige Funktionen wie chemotrophe Energiegewinnung, Ort der
Photosynthese, Zellatmung, Stofftransport, Signaltibermittlung und viele mehr. Dabei liegt in
der Zellmembran ein Gewichtsverhaltnis der Lipide zu Proteinen von ungefédhr 1:1 vor
(CoopPer, 2000). Die Membranfluiditat stellt die zu erhaltende Stellgréfle dar, um die
Membranfunktionen und assoziierten biologischen Prozesse zu gewahrleisten (BERG et al.,
2003, ZHANG & Rock, 2008). Folglich gehort die Membranmodifikation zu den wichtigsten

Adaptationen fur das Wachstum bei niedrigen Temperaturen (CHINTALAPATI et al., 2004).
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Abbildung 1: Chemische Struktur eines Glycerophospholipids. Gehort zu den haufigsten Membran-
bildenden Lipiden. Bestehend aus einer polaren Kopfgruppe und einem apolaren Schwanz. Hier gezeigt
ist ein Phosphatidylcholin (PC), verestert mit zwei gradkettigen 16:0 Fettsduren. Hierdurch ergibt sich
der amphiphile Charakter.

Das aktuell verwendete Membranmodell, das den Aufbau der Biomembran beschreibt, basiert
noch immer auf dem Flissigmosaik-Modell von SINGER & NICHOLSON (1972). Nach diesem
Modell besteht die Membran aus einer zweilagigen Lipidschicht, die Proteine beinhaltet und
sich in einem fllssig-kristallinen Zustand befindet. Seitdem wurden weitere Entdeckungen und
Optimierungen hinzugefugt, die insbesondere die Zusammensetzung und Organisation
betreffen. Unter anderem wurde gezeigt, dass die Membran keine homogene Phase bildet. Es
kdénnen Mikrodomanen vorliegen, die sich in ihrer Zusammensetzung und ihren Eigenschaften
von den umliegenden Lipiden unterscheiden (JACOBSON et al., 1995; SIMONS & IKONEN, 1997;
BROWN & LONDON, 1997). Das Grundgerist der komplexen Membranstruktur bilden die
amphiphilen (Phospho-)Lipide, die aus einer hydrophilen Kopfgruppe und einem hydrophoben
Bereich bestehen (Abb. 1). Aufgrund ihrer Amphipahtie und Geometrie lagern sich
Membranlipide in waéssriger Umgebung spontan zu einer Lipiddoppelschicht zusammen.
Biologische Membranen sind keine starren Gebilde, sondern weisen dynamische Strukturen
auf. Dabei kann sowohl die laterale Position als auch die Orientierung (Rotation) eines Lipids
innerhalb der Membran stindig variieren. Die laterale Diffusion ist ein vergleichsweise
schneller Prozess und bildet das MaR der Membranfluiditat. Der Transfer eines Lipids von einer

Membranschicht zur anderen wird transversale Diffusion oder Flip-Flop genannt und stellt
5
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einen sehr langsamen Prozess dar. Die laterale Diffusion von Proteinen ist auch mdglich,
geschieht aber in der Regel 100-fach langsamer im Vergleich zu den Lipiden (EEMAN & DELEU,
2010).

Die hdufigsten Vertreter der Phospholipide bilden die Glycerophospholipide, deren Aufbau
stellvertretend hier beschrieben wird (Abb. 1). Das Grundgerist bildet das Glycerin, an dem
eine polare Kopfgruppe wie beispielsweise Cholin, Ethanolamin oder Serin (iber eine negative
Phosphatgruppe am dritten C-Atom (sn-3) verkn(pft ist. An den Positionen sn-1 und sn-2 sind
zwei Fettsduren verestert. Bakterien konnen ihre Lipidfluiditdt und hiermit die gesamte
Membranfluiditdt durch die Modifikation ihrer Fettsdurezusammensetzung modulieren.
Dadurch bleibt der physiologisch optimale, flissige (flussig-kristalline) Membranzustand als
Reaktion auf wechselnde auf3ere Bedingungen erhalten (SUUTARI & LAAKSO, 1994; GOUNOT
& RUSSELL, 1999). Die Fluiditat der Biomembranen wird hauptsachlich durch die Acylketten
der Lipide bestimmt (RUSSELL, 1984). Eine Abnahme der Membranfluiditat, und der damit
verbundene Phaseniibergang in einen festen, gelartigen Zustand, flhrt zu einer
Beeintrachtigung der Wachstumsleistung (ANNOuUS et al., 1997; JONES et al., 2002; CHIHIB et
al., 2003) durch Stérung membranassoziierter Prozesse, wie zum Beispiel Elektronentransport
in der Atmungskette, Membranpermeabilitat und Substrattransport (ZHANG & RocCK, 2008).
Um den Ubergang von Flissig- zur Gelphase bei niedrigen Temperaturen zu verhindern,

werden Lipide mit niedrigeren Schmelztemperaturen in die Membran inkorporiert.

Lipide konnen eine Vielzahl verschiedener Zustdnde annehmen (LuzzATI & TARDIEU, 1974).
Die beiden extremen Phasenzustande die in biologischen Membranen auftreten, sind die
sogenannte Gel- und Fluidphase (Abb. 2). Die lamellare Gelphase (Lg) wird auch solide-
geordnete Phase (So) genannt. Dabei sind die Lipide planar in einem flachigen dreieckigen
Gitternetz angeordnet (JANIAK et al., 1979). Alle Acylketten befinden sich aufgrund der
Kompaktheit in einer trans-all-Konfiguration. Die L&nge der Lipide ist maximal, was eine stark
geordnete, kompakte und dicke Membranstruktur zur Folge hat. Das geht einher mit einer
starken Reduktion der lateralen Diffusion. Die Fluide-Phase (L) wird auch die flussige-
ungeordnete Phase (Lq) genannt. Die Acylketten breiten sich aus, sodass der Grad der
Unordnung zunimmt, die Abstande zwischen den benachbarten Kopfgruppen sich vergroRern,
die Dicke der Membran abnimmt und die planare Gitterstruktur sich auflost. In dieser Phase
wird sowohl die laterale Diffusion als auch die Rotation begunstigt und stellt somit die

physiologisch aktive Form dar (SINGER & NICHOLSON, 1972; WINTER et al., 2011). Ein weiterer
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dritter Zustand entsteht bei der Einlagerung von nicht-membranbildenden Lipiden wie es zum
Beispiel von der Cholesterol-Inkorporation in eukaryotischen Zellmembranen bekannt ist.
Dabei bildet sich die fllissig-geordnete Phase (Lo) aus. Diese Phase zeichnet sich durch die
Kombination der positiven Eigenschaften von Gel- und Fluidphase aus (IPSEN et al., 1987). Die
Membran ist starker kondensiert und geordnet und flhrt allgemein zu einer solideren Struktur
(GALLY et al., 1976) wobei gleichzeitig die laterale Diffusion und die Rotation &hnlich der
fliissig-ungeordneten Phase aufrechterhalten wird (ALMEIDA et al., 1993; FiLIPPOV et al., 2003).
Der Ubergang zwischen der Gel- und der Fluidphase erfolgt bei dem sogenannten thermotropen
Phasentbergang (Tm) und wird im Rahmen der Arbeit auch synonym mit dem Begriff der
Schmelztemperatur verwendet. Dies beschreibt die Temperatur, die benétigt wird um das
Schmelzen der Membranlipide zu ermdglichen und damit den Ubergang des
Membranzustandes von S, (Lg) nach Lg (L.). Dieser Vorgang ist abhdngig von dem

hydrophoben Schwanz der Phospholipide.

-

Gel, solid-ordered phase Fluid, liquid-disordered phase
S 1

+ Choesée:o\a mq / é Cholesterol
Q
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Fluid, liquid-ordered phase
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o

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen physikalischen Zustande der biologischen
Membran: solide-geordnet (S.) und fliissig-ungeordnet (Ls), modifiziert nach EEMAN & DELEU (2010).
In eukaryotischen Zellen ist eine dritte ,Sonderform” bekannt, bei der durch Einlagerung von lipophilen
Verbindungen, wie fir Cholesterol gezeigt, die fllssig-geordnete Phase (L,) induziert wird. Diese
Membranphase bildet positive Eigenschaften der beiden zuvor genannten Membranzustdnde ab.

Fur beide Temperaturextrema gilt, dass die Mikroorganismen einen spezifischen Mechanismus
entwickelt haben, um die Veranderung der Membranfluiditat durch die Umgebungstemperatur
zu kompensieren. Diese Anpassung wurde als die homeoviskose Adaptation im Jahr 1974 von

SINENSKY (1974) geschaffen und wird im Rahmen dieser Arbeit auch als Fettsaure-abhéangige
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Membrananpassung gefiihrt. Dabei handelt es sich um einen bekannten, gut dokumentierten
und etablierten Mechanismus in Bakterien (RUSSELL, 1984, ZHANG & Rock, 2008). Die
Synthese und Einlagerung von Fettsduren mit niedrigen Schmelztemperaturen ermdglichen
eine ausreichende Membranfluiditat bei niedrigen Temperaturen (SUUTARI & LAAKSO, 1994;
GOUNOT & RuUSSEL, 1999). Dadurch wird verhindert, dass der Phasenzustand von einem
flussig-ungeordneten Zustand in einen soliden-geordneten Gel-Zustand wechselt und dadurch
die biologischen Funktionen beeintrachtigt werden, was gleichzeitig zu einer Beeintrachtigung
des Wachstums fihrt (RusseLL, 1984; JoNes et al., 2002). Die Fluiditdt der
Cytoplasmamembran wird dabei hauptsachlich durch die veresterten Fettsduren der Lipide
bestimmt. Dabei gibt die Schmelztemperatur der Lipide an, ob sich die Membran bei einer
spezifischen Temperatur im ungeordneten flissigen Zustand (T > Tm) oder im geordneten
festen Zustand (T < Tm) befindet.

Tabelle 1: Einfluss der Fettsaureeigenschaften auf die Membranfluiditidt in Bakterien (GounoOT &
RUSSEL, 1999).

Erhéhung der Fluiditat Verringerung der Fluiditat
Ungesattigtheit &~ Sattigung
Cis-Ungesattigtheit &~ Gradkettige Fettsdaure
Cis-Doppelbindung & Trans-Doppelbindung
Methylverzweigung &~ GradkettigeFettsauren
Verkilrzung der Fettsauren &~ Verlagerung der Fettsauren

Die Interaktion der Acylketten wird von den Van-der-Waals-Kréaften zwischen den
Wasserstoff- und Kohlenstoffatomen bedingt (FREEDMAN, 1981; HAZEL & WILLIAMS, 1990).
Langere und gradkettige Acylketten bilden mehr Verbindungen aus, sodass mehr Energie
(Temperatur) bendtigt wird um diese Verbindung zu trennen. Der Einbau von Fettsduren mit
geringeren Schmelztemperaturen erlaubt den Zellen die Membran in der flissig-kristallinen
Phase zu halten, womit die laterale Diffusion innerhalb der Zellmembran und die assoziierten
Proteinfunktionen erhalten bleiben (CHATTOPADHYAY, 2006). Léangere, geséttigte, trans-
Doppelbildungen und gradkettige Fettsduren verringern die Fluiditdt. Im Gegensatz dazu
erhohen kurze, ungesattigte, cis-Doppelbindungen und Methyl-verzweigte Fettsduren die
Fluiditat (Tab. 1; GOUNOT & RUSSEL, 1999; CHINTALAPATI et al., 2004; Poger et al., 2014).
Zusétzlich zu der Fettsdureanpassung wurden untergeordnete, weniger effektive,

Modifikationen der Membranfluiditat beschrieben. Dazu gehéren die Anderung der polaren
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Kopfgruppe der Lipide und die Anderung der Konzentration von integralen Membranproteinen
(RUSSELL, 1998; CHINTALAPATI et al., 2004).

Tabelle 2: Auswahl von fiir diese Arbeit relevanten Fettsdauren mit den entsprechenden
Schmelztemperauren. Schmelztemperaturen wurden aus der Veroffentlichung von KNOTHE & DUNN
(2009) entnommen.

Geséittigte °C) VerZ\{\.leigte °C) Ungeféittigte °C)
Fettsduren Fettsauren Fettsauren

12:0 43,3 12:0iso 40,3 16:1cis 9 1,2
13:0 41,4 13:0iso 40,6 16:1 trans 9 32,2
14:0 53,5 14:0iso 53,1

15:0 52,2 15:0iso 51,4

16:0 62,2 15:0 anteiso 24,1

17:0 60,9 16:0 iso 61,9

18:0 69,3 17:0iso 59,8

19:0 67,8 17:0 anteiso 37,1

20:0 74,8 18:0iso 69,2

21:0 73,7 19:0iso 66,3

22:0 79,6 20:0iso 74,7

Eine Auswahl an einigen, fiir diese Arbeit relevanten Fettsduren und den entsprechenden
Schmelztemperaturen sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Trotz der allgemein anerkannten
dominierenden Fettsaure-getriebenen Kalteanpassung der homeoviskosen Adaptation in
Bakterien gibt es einige Berichte, bei denen mikrobielle Gemeinschaften keine ausreichende
Anderung der Fettsaurezusammensetzung aufzeigten und somit teilweise nicht mit diesem
Konzept konform waren. So wurden Phospholipid-Fettsduren aus antarktischen Bdéden
extrahiert und identifiziert. Dabei zeigte sich, dass der Anteil der erwarteten Fettsduren mit
niedrigen Schmelztemperaturen (ungeséttigte und anteiso-verzweigte Fettsauren) nicht
dominant war und in einigen Proben sogar nur lange gradkettige Fettsdauren vorgefunden
wurden (MARGESIN et al., 2007; GANzERT et al., 2011). Weitere abweichende
Fettsdureanpassungen wurden fur verschiedene Stdmme innerhalb der Spezies Listeria
monocytogenes gezeigt. Diese zeigten eine deutlich schwéchere Verschiebung hin zu anteiso
verzweigten Fettsauren nach einer Inkubation bei 4 °C (MASTRONICOLIS et al., 1998; NICHOLS

et al., 2002; NEUNLIST et al., 2005). Die Daten aus verschiedenen Berichten legen demnach
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nahe, dass andere zusétzliche Anpassungsmechanismen an niedrige Temperaturen vorhanden
sein mussen (BHAKOO & HERBERT, 1980; KONNEKE & WIDDEL, 2003). Eine vielversprechende
alternative Stoffgruppe stellen hydrophobe, membranlésliche Verbindungen dar. Von
eukaryotischen Zellen ist es bekannt, dass die Hauptregulation der Membranfluiditat durch die
Einlagerung von Cholesterol erfolgt und nicht durch die Anderung der Fettsauren, wie es fir
Prokaryoten beschrieben ist. Die Steroidmolekdile lagern sich dabei parallel zu den membran-
bildenden Lipiden ein und induzieren den zuvor beschriebenen flissig-geordneten (Lo)
Phasenzustand (OHVO-REKILA et al., 2002; Abb. 2).

1.3  Weitere lipophile Modifikatoren der Zellmembraneigenschaften

Neben membranbildenden Lipiden (Phospho- und Sphingolipide) und Proteinen sind in
prokaryotischen sowie eukaryotischen Zellmembranen insbesondere lipophile Isopren-basierte
Verbindungen vorzufinden. Hierzu gehoren die Steroide, Chinone und Carotinoide. Als
bekanntestes Beispiel sind Cholesterol und Ergosterol (Steroide) in eukaryotischen
Zellmembranen zu nennen. Das starre Grundgerst der Sterole lagert sich zwischen den Lipiden
ein und unterbricht ihre direkte Interaktion, sodass die Phasentbergangstemperatur von der So-
zur Lg-Phase veréndert wird und sich der Temperaturbereich der Phasenumwandlung
verbreitert (MELCHIOR & STEIM, 1976; DUFOURC, 2008). Dadurch erméglichen beide Sterole
die Aufrechterhaltung der lateralen Lipidmobilitat bei niedrigen Temperaturen, wobei
gleichzeitig die Membranordnung erhoht wird (VAN MEER et al., 2008; BERG et al., 2003;
CROCKETT, 1998). Dass eine generelle analoge Anpassung in Bakterien erfolgen konnte, 14sst
sich anhand der Bakteriengruppe der Mykoplasmen verdeutlichen. Diese obligaten
Zellparasiten sind nicht in der Lage eine Temperaturreduktion durch den Einbau von
ungeséttigten Fettsduren zu kompensieren. Sondern sind auf die Aufnahme von exogenem,
Wirts-eigenem Cholesterol angewiesen, wodurch die Kristallisation der Membran bei niedrigen
Temperaturen verhindert wird. Dabei wird ein analoger Mechanismus zu eukaryotischen Zellen
vermutet (ROTTEM et al., 1973; Razin et al., 1980; ROTTEM, 1981). Neben der Aufnahme von
Cholesterol durch bestimmte Vertreter der Mollicutes und die Synthese von Sterolen durch
wenige Myxobakterien (Bode et al., 2003), stellen Hopanoide einen dem Cholesterol strukturell
ahnlichen Stoff dar, der auch von einigen Bakterien gebildet werden kann (KANNENBERG &
PORALLA, 1999). Dass Hopanoide eine Cholesterol-ahnliche Funktion in bakteriellen

Membranen besitzen, zeigten bereits mehrere Studien (PORALLA et al., 1980; PORALLA &
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KANNENBERG, 1987; DUFOURC, 2008;). Auch spezifische Verbreiterung des Phasenuberganges
konnte von SAENZ et al. (2012) gezeigt werden. Aber viele Bakterientaxa produzieren keine
Hopanoide und es konnte bis heute kein Zusammenhang zwischen Hopanoiden und der Kélte-
induzierten Membranadaptation gezeigt werden. Die in dieser Arbeit untersuchten lipophilen

Stoffgruppen werden in den Abschnitten 1.3.1 und 1.3.2 eingefuhrt.

1.3.1 Isoprenoide Chinone

Bei isoprenoiden Chinonen handelt es sich um lipophile Substanzen, die in der Zellmembran
lokalisiert sind. Der Aufbau erfolgt aus dem Chinongrundgerist und einer isoprenoiden
Seitenkette (Abb. 3). Die Synthese des Chinongrundgerusts leitet sich von den entsprechenden
aromatischen Vorstufen ab und erfolgt im Rahmen des Shikimatweges, welcher ebenfalls fiir
die Synthese von aromatischen Aminoséauren verantwortlich ist (BENTLEY & HASLAM, 1990).
Daraus ergeben sich aus den Aromaten Benzol, Naphtalin und Anthracen die entsprechenden
Chinone Benzochinon, Naphtochinon und Anthrachinon durch Oxidation. Bakterielle
isoprenoide Chinone basieren auf zwei verschiedenen Grundgeristen. Zum einen die Gruppe
der Benzochinone — besser bekannt als Ubichinon oder Coenzym Q — und zum anderen die
Naphtochinone. Die Letzteren werden dann nochmals unterteilt in Phyllochinone (Vitamin K1)
und Menachinone (Vitamin K3). Phyllochinone werden in Pflanzen gebildet und besitzen am
dritten C-Atom des Naphtochinonrings eine Phytylgruppe. Menachinone werden von Bakterien
synthetisiert und unterscheiden sich durch die ungesattigte Polyprenylgruppe am dritten C-
Atom (SzBALLE & PooLE 1999). Die beiden Chinon-Grundgerste konnen dann zusatzlich
anhand der Lange und/oder dem Hydrierungsgrad der Isoprenseitenkette variiert werden.
Dadurch ergeben sich die etablierten Kurzschreibweisen Q-8 fur Ubichinone, wobei die Zahl
die Lange der Isopreneinheiten beschreibt, und MK-8 fiir Menachinone (Nic et al. 2009). Der
Hydrierungsgrad wird durch ein eingeklammertes Wasserstoff-Zeichen gekennzeichnet: zum
Beispiel MK-8 (H2) (CoLLINS & JONES, 1981). Innerhalb der Mikroorganismen sind
Menachinone allgemein mit Bakterien und Archaea assoziiert. Ubichinone kdnnen alleine oder
in Kombination mit Menachinonen innerhalb der Klasse der Gram-negativen Alpha-, Beta- und
Gamma-Proteobacteria vorkommen (DeGLI EsposTi, 2017). Dadurch und anhand der
verschiedenen Langen sowie Sattigungsgrade eignen sich isoprenoide Chinone auch als Marker
fur die chemotaxonomische Einordnung von Mikroorganismen (JEFFRIES et al., 1967; COLLINS
etal., 1979; COLLINS & JONES, 1981).
11
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Abbildung 3: Chemische Struktur von Menachinon (links) und Ubichinon (rechts).

In der Literatur wird isoprenoiden Chinonen die Hauptfunktion des Elektronentransportes
innerhalb der Atmungskette zugesprochen (NowickA & KRuk, 2010). Dazu zahlen
Ubichinone, Menachinone und Dimethylmenachinone. Es werden nacheinander bis zu zwei
Elektronen auf das Chinon Ubertragen, womit auch gleichzeitig zwei Protonen von der
Membraninnenseite gebunden werden, was letztendlich in der Reduktion zu einem
Hydrochinon resultiert. Bei der Ubertragung auf den weiteren Elektronenakzeptor innerhalb
der Atmungskette wird das Hydrochinon wieder reduziert und die iberschiissigen Protonen auf
der Membranaul3enseite abgegeben. Weitere Funktionen im Rahmen der Genregulation und

dem Management von oxidativem Stress wurden von S@BALLE & POOLE (1999) genannt.

Bereits im Jahr 1970 kamen HAMMOND & WHITE zu der Schlussfolgerung, dass isoprenoide
Chinone nicht nur auf ihre Funktion des Elektronentransportes und Umgang mit oxidativem
Stress beschréankt sein kénnten, sondern weitere unbekannte Funktionen vorliegen mussten.
Weiterhin verstarkt sich der Verdacht einer Beteiligung an der Kaélteanpassung durch
verschiedene Bakterientaxa deren Chinongehalt bei 10 °C im Vergleich zu 30 °C deutlich
erhoht war (DEeRICHS, 2015). Ein weiterer Indikator flr eine zusétzliche Funktion neben der
Elektroneniibertragung kann innerhalb der Eukaryoten ausgemacht werden. Dort wurden
isoprenoide Chinone nicht nur in der mitochondrialen Plasmamembran vorgefunden, sondern
ebenfalls im endoplasmatischem Reticulum und dem Golgi-Apparat (S@BALLE & POOLE,
1999). Obwohl es keine Informationen Uber den Einfluss von Menachinonen auf die
PhasenUlibergangstemperatur in Bakterienmembranen gibt, wurden einige Hinweise fur einen
fluidisierenden Effekt von Vitamin Ky in kinstlichen Vesikeln gefunden (ORTIZ et al., 1986;

ORTIZ & ARANDA, 1999). Hierflir mussten aber grof3e Konzentrationen von 10 bis 20 mol% an
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Phyllochinon verwendet werden, um eine geringe Auswirkung anhand der Fluoreszenzmessung

zu zeigen (AsAl, 2000).

1.3.2 Carotinoide

Carotinoide stellen eine groRe umfangreiche Stoffgruppe mit mindestens 800 beschriebenen
Verbindungen dar (BRITTON, 1995; JACKSON et al., 2008). Die Synthese erfolgt aus
Isopreneinheiten durch phototrophe und chemoorganotrophe Prokaryoten, Pflanzen, Pilze und
Algen (SINGH & CAMA, 1975). Die meisten Carotinoide (>95 %) bestehen aus acht
Isopreneinheiten, woraus ein C40-Grundgerust assembliert wird, das in der Regel eine f3-
Zyklisierung aufweist. (BRITTON, 1995; NEeTzErR et al, 2010). Das konjugierte
Doppelbindungssystem der Polyenkette ist verantwortlich fur die charakteristische gelbe bis
rote Pigmentierung bedingt durch die Lichtabsorption im Wellenlangenbereich von 400-
500 nm (BRITTON, 1995). Weitere Modifikationen sind die Hydrierung der Doppelbindungen
oder die Addition von polaren sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen. Daraus ergibt sich die
Unterteilung der Carotinoide in apolare Carotine, bestehend nur aus einer Polyen-
Kohlenwasserstoffkette. Xanthophylle hingegen besitzen mindestens eine Sauerstoff-haltige
Gruppe (Zum Beispiel Hydroxylgruppe) und weisen somit eine groflere Polaritat auf
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; BELITZ et al., 2008; Abb. 4).

Nur ein paar wenige chemoorganotrophe Bakterien sind in der Lage C30, C45 oder C50
Carotinoide zu produzieren (NETZzER et al., 2010; ALBERMANN & BEUTTLER, 2016). Derartige
Carotinoide sind zum Beispiel das von Staphylokokken produzierte C30-Carotinoid
(GINzABURO et al., 1967; MARSHALL & WILMOTH, 1981). Das Hauptpigment a-D-
Glucopyranosyl 1-O-(4,4'-Diaponeurosporen-3-oat)-6-O-(12-Methyltetra-decanoat) wird als
Staphyloxanthin bezeichnet, wobei ein Glucose-Rest mit dem Carotinoid und einer C15-
Fettséure verestert ist. Die Synthese und Struktur von Staphyloxanthin wurde von PELZ et al.
(2005) in S. aureus beschrieben.
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Abbildung 4: Chemische Strukturformel eines Carotins (B-Carotin) und fiir diese Arbeit relevante
Xanthophylle (Staphyloxanthin und Sarcinaxanthin). Carotine bestehen nur aus einer
Kohlenwasserstoffkette und haben einen apolaren Charakter. Xanthophylle stellen polare Carotinoide
dar. Die Polaritat wird durch diverse Sauerstoff-haltige Reste, wie zum Beispiel Hydroxyl-Gruppen,
erhoht.

Als lipophile Verbindungen sind Carotinoide in der Zellmembran lokalisiert, wobei ihre
Orientierung innerhalb der Membran je nach ihrer chemischen Struktur und der Dicke der
Membran variieren kann (MILON et al., 1986, GRuSzecKI, 2004; Gruszecki & Strzatka, 2005).
Sie erfullen wichtige biologische Funktionen wie die Lichternte als Antennenpigmente im
Photosystem (SIEFERMANN-HARMS, 1985; CROCE & VAN AMERONGEN, 2014), den Schutz vor
oxidativem Stress (ALBERMANN & BEUTTLER, 2016; DAHL et al., 1989), den Schutz vor
ultravioletter Strahlung (ANWAR et al., 1977; MOHANA et al., 2013) und die Stabilisierung von
Pigmentproteinen (MOSKALENKO & KARAPETYAN, 1996). Zusatzlich zu den oben genannten
Funktionen wurde die Beteiligung von Carotinoiden an der Kélteanpassung vermutet (NES,
1974; ROHMER et al., 1978; STRAND et al., 1997). Die aufgestellte Hypothese ging davon aus,
dass Carotinoide eine &hnliche Funktion bei der Regulierung der Membranfluiditdt haben
kdnnten wie Sterole (Cholesterol oder Ergosterol) in eukaryotischen Zellen. Sie erhdhen die
Membranordnung bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung der lateralen Lipidmotilitat, was zu
einem fliissig-geordneten Membranzustand (VAN MEER et al., 2008) fihrt. Ahnliche

Mechanismen wurden zuvor fir die bakteriellen Sterol-&hnlichen Hopanoide gezeigt (SAENZ et
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al., 2012, 2015). In vitro-Studien mit kdnstlichen Membranvesikeln zeigten bereits
regulatorische Effekte auf die Membranfluiditat verursacht durch Carotinoide (SUBCZYNSKI et
al., 1992; GABRIELSKA & GRUSZECKI, 1996). Veroffentliche Daten deuten darauf hin, dass der
Einfluss auf die Membraneigenschaften von den polaren Xanthophyllen groRer ausféllt als von
den apolaren Carotinen (GABRIESLKA & GRUSZECKI, 1996). Ein weiteres Indiz, das den
Verdacht auf Carotinoide als Teil der Kélteanpassung lenkt, ist die Vielzahl an antarktischen
Gram-positiven Bakterien, die héufig eine Pigmentierung aufweisen. So zeigten
CHATTOPADHYAY et al. (1997) eine Kalte-abhangige Carotinoidsynthese im psychrotoleranten
Bakterium Micrococcus roseus. Bei einer Wachstumstemperatur von 5 °C wurde ein Anstieg
des Gesamtcarotinoidgehaltes sowie dem Anteil an den polareren mono- und di-glycosylierten

Carotinoiden festgestellt.

1.4 Methoden zur Quantifizierung der Kalteanpassung der Zellmembran

Wie im vorherigen Abschnitt 1.2 beschrieben, stellt die entscheidende Kenngroe fir die
Anpassung der Zellmembran ihre Fluiditat dar. Die optimale Funktionalitt der Membran ist
dabei in dem flissig-ungeordneten Phasenzustand gegeben. Zu hohe Fluiditaten kdnnen sich
wiederum, durch die Reduktion der Membranintegritat, ebenfalls negativ auswirken (KONINGS
et al., 2002; SOHLENKAMP & GEIGER, 2016).

Um den direkten Einfluss der verschiedenen Adaptationsmechanismen auf die Membran
messen zu konnen, sollte mit einer angemessenen Methode die Membranfluiditat bestimmt
werden. In der Literatur sind hierfiir bereits mehrere Methoden genannt. Darunter fallen die
dynamische Differenzkalorimetrie, Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie, Kernspin- oder
Elektronenspinresonanz, die generalisierte Polarisation sowie der Fluoreszenzanisotropie
(DENICH et al., 2003). Wichtigstes Auswahlkriterium fur diese Arbeit war eine Methode zur
Messung an ganzen Zellen um eine moglichst direkte Aussage lber die Membranfluiditét
treffen zu konnen, die der reellen Membran entspricht. Hierdurch fiel die Auswahl auf die
Fluoreszenzanisotropie und die generalisierte Polarisation, denn die anderen Methoden
ermoglichen entweder keine Messung an ganzen lebenden Zellen oder die Fluiditat wird
indirekt nur als Folge eines distinkten Phaseniibergangs bestimmt. Bei beiden Methoden
handelt es sich um eine Sonden-abhangige Fluoreszenzmessung. Diese wird vor der Messung
in die Membran eingelagert und erlaubt dadurch die Messung an der intakten Zelle samt

Zellmembran.
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Die Fluoreszenz beschreibt einen physikalischen Prozess, bei dem ein Fluorophor Photonen
einer Lichtquelle absorbiert und somit ein Elektron aus dem hochsten Molekdlorbital in ein
energiereicheres Orbital angehoben wird. Dabei spricht man von einem angeregten Zustand des
Elektrons (So = Si1). Anschlielend fallt das Elektron wieder in eine energetisch giinstigere
Orbitalschale, die freigewordene Energie wird als Photon abgegeben und kann als Fluoreszenz
detektiert werden. Dabei gilt, dass das emittierte Licht langwelliger (energiedrmer) ist als das
Licht der Anregungsquelle (ATKINS et al., 2010).
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Abbildung 5: Links, Struktur von Laurdan bestehend aus einem fluoreszenzgebenden Naphthalin-
Derivat (Amin) und einem Laurinsdure-Rest. Die Orientierung der Sonde innerhalb der Zellmembran
nach der Inkorporation ist auf der rechten Seite dargestellt (SANCHEZ et al., 2007). Dabei befindet sich
der Naphthalin-Rest aufgrund seiner Polaritat in der Nahe der polaren Kopfgruppen der Phospholipide.
Je nach Ordnungsgrad befinden sich unterschiedliche Mengen an H,O-Molekiilen in der Umgebung,
die durch die dipolare Relaxation die Rotverschiebung des emittierten Lichtes induzieren.

Laurdan (1-(6-(Dimethylamino)-2-naphthalyl)-1-dodecanon) wurde von WEBER & FARRIS
(1979) entwickelt und synthetisiert um das Phdnomen der dipolaren Relaxation zu untersuchen.
Laurdan setzt sich aus einem fluoreszenzgebenden Naphthalin-Derivat und einem Laurinséure-
Rest, der die Einlagerung in die Membran ermdglicht, zusammen (PARASASSI et al., 1998).
Durch eine partielle Ladungstrennung zwischen dem 2-Dimethylamino- und dem 6-Carbonyl-
Rest besitzt Laurdan ein Dipolmoment. Dieses Dipolmoment wird bei Anregung verstarkt und
kann zu einer Reorientierung der umliegenden Ldsemittel-Dipole, zum Beispiel Wasser, fiihren
(Abb. 5). Die dafur benétigte Energie verringert das Energieniveau des angeregten Zustands
(S1) und resultiert in einer Rotverschiebung des emittierten Spektrums. Diese elektrische
Polarisation, ausgehend von der Dipol-Relaxation, ist abhdngig von der Polaritdt des
vorliegenden Losungsmittels. Aufgrund des solvatochromatischen Effektes fiihren apolare
Losungsmittel zu einem blauen (kirzere, energiereichere Wellenldnge) Emissionsmaximum
wohingegen polare Loésungsmittel zu einem roten (langere, energiedrmere Wellenlénge)
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Emissionsmaximum fuhren. Die Rotverschiebung ist dabei unabhangig von der Polaritat und
Ladung der Lipid-Kopfgruppe. Es konnte gezeigt werden, dass die Emissionsanderung nur vom
Phasenzustand der Doppelschicht abhangt (PARASASSI et al., 1991).

Bei einer Inkorporation der Sonde in die Zellmembran ergibt sich folgender Zusammenhang:
Befindet sich die Membran in einer geordneten Phase (Gelphase, < Trm), dringen aufgrund der
dichten Packweise der Lipide deutlich weniger Wassermolekiile in die obere Schicht der
Lipidhélfte ein. Diese apolare Umgebung resultiert in einem blauen energiereichen
Emissionsmaximum bei circa 440 nm (PARAsASSI et al., 1991). Temperaturen oberhalb der
Phasentbergangstemperatur der Phospholipide fiihren zu einer ungeordneten Membranphase
(flissig-ungeordnete Phase) wobei Wassermolekdile tiefer in die Membranhélfte eindringen und
somit eine polare Losemittelumgebung entsteht. Dieser solvatochromatische Effekt resultiert in
einer kontinuierlichen Rotverschiebung bis das Limit bei einem grinen Emissionsmaximum

bei ungefahr 490-500 nm erreicht ist.
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Abbildung 6: Chemische Strukturformel von TMA-DPH. Fluoreszenz-Sonde zur Messung der
Anisotropie als ein MaR der Membranfluiditat. Durch die Verankerung mit Hilfe des Toluenesulfonats
wird die Sonde parallel zu den Lipiden ausgerichtet.

Die Anisotropiemessungen wurden mit der Sonde TMA-DPH (1-(4-Trimethyl-
ammoniumphenyl)-6-Phenyl-1,3,5-Hexatrien  p-Toluenesulfonat, Abb. 6) durchgefuhrt
(CuNDALL et al., 1979). TMA-DPH lagert sich spontan in die Zellmembran von lebenden
Zellen ein und zeigt dort eine starke Fluoreszenz, wohingegen keine Fluoreszenz im wassrigen
Milieu zu verzeichnen ist (ILLINGER et al., 1995). Dadurch eignet sich diese Sonde besonders
zur Messung der Membranfluiditat anhand der Fluoreszenzanisotropie. In diesem Fall wird die
direkte Beweglichkeit der Sonde und der umgebenden Lipide gemessen (HARRIS et al., 2002;
WINTER et al.,, 2011). Das Prinzip der Fluoreszenz-Anisotropiemessung beruht auf der
photoselektiven Absorption des Fluorophors von polarisiertem Licht. Das Ausmal der

Absorption ist dabei abhangig von dem Winkel des Ubergangsdipolmoments i, der einzelnen
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Sonde zum elektrischen Feldvektor E ausgehend von der Strahlenquelle. Die stérkste
Absorption und folglich auch Emission tritt auf, wenn beide Vektoren parallel zueinander
ausgerichtet sind. Der Austrittsvektor der emittierten Photonen ji, ist dabei nicht kongruent

zum Eintrittsvektor, aber erfolgt ebenfalls polarisiert. Die starkste Fluoreszenz kann demnach

bei ruhenden Sonden, bei denen sich der Winkel zwischen i, und E aufgrund der mangelnden
Rotation am geringsten andert, gemessen werden. Falls die Sonde sich in Rotation befindet und
in einem bestimmten Verhaltnis zur Fluoreszenzlebenszeit steht, wird das emittierte Licht
zufallig in ihrer Ausrichtung verandert. In der Gesamtheit ist die Emission nun weniger stark
polarisiert. Das Ausmall der Entpolarisierung kann berechnet werden, indem vertikal
polarisiertes Licht zur Anregung verwendet wird und die Emissionsintensitét vertikal (vertikale
Polarisation, Ivv) und horizontal (horizontale Polarisation, lv1) separat detektiert wird (Formel
8). Die Rotationsrate der verwendeten Sonde verhalt sich in der Zellmembran so, dass mit
Zunahme der Fluiditat das Licht kontinuierlich depolarisiert wird und somit die Anisotropie
abnimmt (Lakowicz, 2006).

1.5 Uberblick iiber die verwendeten Modellorganismen

Die aufgestellte Hypothese dieser Arbeit wurde anhand vier verschiedener Modellorganismen
Listeria monocytogenes, Paenibacillus glucanolyticus, Staphylococcus xylosus und
Micrococcus luteus Uberprift. Fur jede Spezies wurde mindestens ein Lebensmittelisolat
ausgewahlt und um den entsprechenden néchstverwandten Typstamm als Referenz erweitert.
Alle Stamme zeigten nach den vorlaufigen Daten erste Hinweise einer Fettsaure-unabhangigen

Kaélteadaptation und wurden nach diesem Kriterium ausgewahlt.

Aufgrund des nicht einheitlichen Verhaltens der L. monocytogenes Isolate, wurde die Anzahl
der zu untersuchenden Stamme, die aus einem gekiihlten Lebensmittel isoliert worden sind, auf
acht erhoht. Zusatzlich wurden zwei weitere Stamme DSM 20600" und ATCC 19115 aus
Kultursammlungen ausgewdhlt.  Vorldufige Untersuchungen zeigten, dass die
Fettsdureanpassung innerhalb der Stdmme unterschiedlich stark ausgepragt war. So zeigte der
Stamm FFH, &hnlich zum beschriebenen Stamm ATCC 19115, eine geringere
Fettsdureadaptation an niedrige Temperaturen (NEUNLIST et al., 2005). Aufgrund der
aullergewohnlichen Psychrotoleranz in  Kombination mit der Pathogenitat ist die

Kélteadaptation der Art L. monocytogenes von grofiem Interesse. L. monocytogenes ist ein
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Gram-positiver, fakultativer intrazellularer Lebensmittelpathogen, der in der Umwelt ubiquitar
vorkommt und die menschliche Listeriose verursacht (FARBER & PETERKIN, 1991). Die
Schwere der Erkrankung ist durch eine hohe Mortalitdt gekennzeichnet, die zwischen 14 bis
30 % (HERNANDEZ-MILIAN & PAYERAS-CIFRE, 2014) liegen kann. L. monocytogenes zeichnet
sich durch seine hohe Anpassungsfahigkeit an verschiedene Umgebungsfaktoren wie
Temperatur und osmotischen Stress aus (ANGELIDIS et al., 2002). Das Wachstum von
L. monocytogenes kann in einem bemerkenswert breiten Temperaturbereich von -2 bis 50 °C
(FARBER & PETERKIN, 1991; Ko et al., 1994) erfolgen. Dies ermdglicht die Persistenz des
Bakteriums in  Lebensmittelverarbeitungsanlagen, was zu einer nachfolgenden
Sekundarkontamination von gekihlten Lebensmitteln fiihrt, die den Hauptiibertragungsweg der
menschlichen Listeriose darstellt.

Die Fettsaureprofilmodifikation von Listeria im Rahmen der Anpassung an niedrige
Temperaturen wurde bereits ausfihrlich beschrieben (ANNOUS et al., 1997; MASTRONICOLIS et
al., 1998, 2006; TATITURI et al., 2015). Die Zytoplasmamembran von Listeria monocytogenes
ist durch einen hohen Anteil (> 85 %) der verzweigten Fettsauren 15:0 anteiso und 17:0 anteiso
gekennzeichnet, deren jeweilige Anteile je nach Temperatur variieren (ANNoOUS et al., 1997;
MASTRONICOLIS et al., 1998). Die zuvor genannten verschiedenen Auspragungen der
Fettsdureadaptation deuten auf das Vorhandensein anderer Anpassungsmechanismen, neben
der Substitution der Fettsdure 17:0 anteiso durch 15:0 anteiso, hin. MASTRONICOLIS et al.
(2006) haben fir einen L. monocytogenes Stamm einen 30-%-igen (w/w) Anstieg der neutralen
Lipide nach dem Wachstum bei niedriger Temperatur nachgewiesen und den Einfluss dieser
Lipide auf die Phaseniibergangstemperatur der gesamten Lipidfraktion gezeigt. Die
Verbindungen der neutralen Lipidfraktion wurden in dieser Studie jedoch nicht im Detail
identifiziert. Eines der neutralen Lipide von L. monocytogenes stellt das Hauptmenachinon
MK-7 dar (CoLLINS et al., 1979).

Die zweite Spezies, die mit dem Schwerpunkt der isoprenoiden Chinone untersucht wurde, war
Paenibacillus glucanolyticus. Diese Art wurde als Bacillus glucanolyticus beschrieben und von
ALEXANDER & PRIEST (1989) aus Erde isoliert. Dabei handelt es sich um ein Gram-positives,
fakultativ anaerobes Stabchenbakterium, das eine charakteristische terminale Sporenbildung
aufweist. Basierend auf der 16S rRNA wurde diese Spezies in P. glucanolyticus umbenannt
(SHIDA et al., 1997). Als Auswahlkriterium flr den Stamm J12 diente die von DERICHS (2015)
gezeigte deutliche Zunahme der Menachinonkonzentration bei 10 °C im Vergleich zu 30 °C

und eine moderat ausgepragte Fettsduremodifikation. Vertreter der Gattung Paenibacillus

19



1 Einleitung

wurden zum einen in arktischen Béden gefunden (MONTES et al., 2004; NELSON et al., 2009)
und zum anderen sind sie als Lebensmittel-Verderber und potentielle Toxinbildner bekannt
(RAsIMUS et al., 2012).

Die Stdamme Staphylococcus xylosus J70 und Micrococcus luteus J3 wurden aufgrund des
Vorhandenseins von Carotinoiden ausgewéhlt, dessen Konzentration sich mit der
Temperaturabsenkung erhéhte. Somit zeigten sie eine Grundvoraussetzung einer Fettsaure-
unabhéngigen Kélteadaptation. Insbesondere S. xylosus Stamm J70 zeichnete sich durch eine
fehlende Pigmentierung bei 30 °C aus. S. xylosus gehdrt zu der Gruppe der Koagulase-
negativen Staphylokokken innerhalb der Firmicutes. Diese sind unbewegliche, Gram-positive,
fakultative anaerobe, unbewegliche Kokken. Es handelt sich dabei um eine ubiquitar
vorkommende Spezies die zuerst von der menschlichen Haut isoliert wurde (SCHLEIFER &
KLoos, 1975). Es wird hdaufig in naturlich fermentierten Produkten und in der
Lebensmittelverarbeitung isoliert (IRLINGER et al., 1997; RossI et al., 2001; MARTIN et al.,
2006). Bei M. luteus handelt es sich ebenfalls um Gram-positive, unbewegliche Kokken. Im
Gegensatz zu den Staphylokokken ist M. luteus strikt aerob und gehdért dem Phylum der
Actinobacteria an. Bei beiden Spezies handelt es sich bei den Hauptfettsauren um die
verzweigten Fettsduren 15:0 anteiso und 15:0 iso (SCHLEIFER & KL0OOS, 1975; WIESER et al.,
2002).
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1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Der derzeitige Forschungsstand geht von einer primaren Fettsdure-abhangigen Anpassung der
Membran an niedrige Temperaturen aus. Im Rahmen dieser Arbeit soll die Hypothese der
Membran-Ké&lteadaptation bedingt durch die Einlagerung von lipophilen Molekilen in die
Zellmembran untersucht werden. Hierfir sollen im ersten Schritt mit Hilfe von verschiedenen
Lipidanalysen die Fettsauren, isoprenoiden Chinone und Carotinoide qualitativ sowie
quantitativ bei verschiedenen Temperaturen bestimmt werden. Eine generelle Bewertung der
Anpassung soll durch die Bestimmung der Wachstumsraten und einem Kéltestresstest erfolgen.
Aufgrund der komplexen Kélteadaptation der Bakterien, bei der viele Zellbestandteile und
Funktionen involviert sind, soll eine direkte Auswirkung der verschiedenen
Anpassungsmechanismen auf die Membraneigenschaften bestimmt werden. Hierfir werden
Sonden-abhangige Fluoreszenzmessungen durchgefuhrt, um eine Aussage U(ber die
Auswirkung auf die Membranordnung sowie Membranfluiditat in vivo treffen zu kénnen.
Hieraus konnten auch direkte Vorteile der Membrananpassung festgestellt werden, auch wenn
die globale Anpassung (Wachstumsrate) durch andere limitierende Faktoren keinen
Unterschied indizieren wirde. Weiterhin soll die temperaturabhéngige Regulation der
lipophilen Verbindungen mit Hilfe einer Transkriptomanalyse untersucht werden. Zusatzlich
sollen nachstverwandte Typstdmme als Referenzstamme verwendet werden, um eine moégliche
differente Auspragung der Kalteadaptation zwischen Isolaten und Stdmmen aus
Kultursammlungen aufzuzeigen.

Mit Hilfe der genannten Punkte soll schlussendlich ein (bergelagertes Verstandnis der
Kélteanpassung von Bakterien erlangt werden, die das Leben in der groRten Biosphére
ermoglicht. Auferdem wird durch den globalen Ansatz eine umfassende Erfassung der
potentiellen  Fettsdure-unabhéngigen Membranmodifikation fiir Bakterien allgemein

ermoglicht.
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2 Material und Methoden

Sofern nicht naher spezifiziert, wurden alle verwendeten Chemikalien, organische
Losungsmittel und Reagenzien von folgenden Firmen bezogen: Merck KGaA und der jetzigen
Tochtergesellschaft Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland), VWR (Darmstadt, Deutschland)
und Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland). Alle Restriktionsenzyme, alkalische Phosphatase, T4-
Polymerase sowie die Q5-Polymerase wurden von der Firma New England Biolabs GmbH
(Frankfurt am Main, Deutschland) bezogen. Fir die Erstellung dieser Arbeit wurden folgende
Programme verwendet: das Zitierprogramm Citavi 6 (Swiss Academic Software); die
Erstellung von Text, Tabellen und Bildern erfolgte mit dem Microsoft Office 2016 Paket
(Microsoft); die graphische Auswertung der Ergebnisse wurde mit OriginPro 8G (OriginLab)
durchgefuhrt.

2.1 Mikrobiologische Methoden
2.1.1 Organismen, Medien und Kulturbedingungen

2.1.1.1 Verwendete Organismen

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Spezies untersucht, die jeweils einem Schwerpunkt
dieser Arbeit zugeordnet sind. Listeria monocytogenes und Paenibacillus glucanolyticus sollten
im Hinblick auf eine potentielle Membranmodifikation bei niedrigen Temperaturen bedingt
durch isoprenoide Chinone untersucht werden. Bei Staphylococcus xylosus und Micrococcus
luteus standen Carotinoide unter dem Verdacht eine Fettsdure-unabhangige Kélteanpassung zu
ermoglichen. Pro Spezies wurde mindestens ein Lebensmittel-assoziiertes Isolat, isoliert aus
einem kalten Habitat, untersucht. Die Isolation der Bakterien erfolgte im Rahmen der
Arbeitsgruppen-eigenen Lebensmittelanalysen der letzten Jahre. Die Identifikation beruhte auf

der Analyse der Fettsdureprofile sowie der 16S rRNA-Gensequenzierung.

Es wurden insgesamt 10 verschiedene Listeria monocytogenes Stamme untersucht. Acht
Stamme: FFL 1, FFL 11, 1B, 3B, Iso 11/13, FFH, FF 127 und FF 141 wurden in den letzten
Jahren aus verschiedenen gekuhlten Lebensmitteln isoliert. Dabei wurden alle Stdmme Uber
einen Zeitraum von acht Jahren aus verschiedenen Lebensmittelproben isoliert und, wenn nicht

anders angegeben, in Deutschland gefunden. Der Stamm FF 127 wurde unmittelbar nach der

22



2 Material und Methoden

Produktion in Osterreich im Jahr 2006 aus zugeschnittenem Raucherlachs in einer
Vakuumverpackung isoliert. Der Stamm FF 141 wurde 2007 in vakuumverpacktem
Réucherlachs gefunden, der in Polen produziert und anschlieBend gefroren nach Osterreich
transportiert wurde. Im Jahr 2011 wurde der Stamm FFH bei einer Analyse von Hackfleisch
isoliert. Die Stdamme FFL 1 und FFL 11 wurden 2012 aus irischem Bio-R&ucherlachs
beziehungsweise schottischem Raducherlachs, bezogen aus dem Lebensmitteleinzelhandel,
isoliert. Die Stdamme Iso 11/13, 1B und 3B wurden 2013 und 2014 aus Hackfleisch isoliert. Als
Referenzstamme wurden der Typstamm L. monocytogenes DSM 20600T und der Stamm
ATCC 19115 in diese Arbeit aufgenommen. Die Stamme FF 127, FF 141 und ATCC 19115
wurden freundlicherweise von Frau Marija Zunabovic-Pichler von der Universitat fir
Bodenkultur in Wien zur Verfugung gestellt. Bei P. glucanolyticus wurden zwei Stamme
untersucht. Der Stamm J12 wurde von der Innenwand eines Kuhlschranks isoliert. Als

Referenzstamm diente der Typstamm DSM 51627,

Im Rahmen der potenziellen Kalteanpassung mittels Carotinoiden wurden jeweils zwei Stdmme
pro Spezies analysiert. S. xylosus Stamm J70 wurde aus der Rohmilch eines Milchsammeltanks
(Forschungsgut Frankenforst der Universitat Bonn) isoliert. Als Referenzorganismus wurde der
Typstamm DSM 20266" verwendet. M. luteus J3 wurde ebenfalls von der Innenseite eines

Kiihlschranks isoliert und zusammen mit dem Typstamm DSM 200307 als Referenz untersucht.

2.1.1.2 Medien und Anzuchtbedingungen

Falls nicht ndher spezifiziert, wurden alle genannten Spezies aerob auf Agar-Platten und im
Schittelkolben angezogen. Als Basis-Flissigmedium wurde das Komplexmedium CASO-
Bouillon (Tryptic soy broth; TSB; Merck 105459), bestehend aus Pepton aus Casein (17,0 g/l),
Pepton aus Sojamehl (3,0 g/l), D(+)Glucose (2,5 g/l), Natriumchlorid (5,0 g/l) und Di-
Kaliumhydrogenphosphat (2,5 g/lI) verwendet. Als Basis-Festmedium wurde CASO-Agar
(Tryptic soy agar; TSA, Merck 105458), bestehend aus Pepton aus Casein (15,0 g/l), Pepton
aus Sojamehl (5,0 g/l), Natriumchlorid (5,0 g/l) und Agar-Agar (15,0 g/l) verwendet. Fiir die
Anzucht der Listerien wurden TSA sowie TSB mit Hefeextrakt (6,0 g/l) supplementiert
(= HTA, HTB).
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Die Auswirkung der isoprenoiden Chinone auf die biophysikalischen Parameter der
Zellmembranen sollte mit Hilfe von Supplementationsversuchen verifiziert werden. Hierfir
sollte zu Beginn der Arbeit die Konzentration der isoprenoiden Chinone in den Zellen erhéht
werden um eine potentielle Verbesserung der Kélteanpassung zu detektieren. Dies geschah
durch die Zugabe von Phyllochinon (Vitamin Ki) zu ausgewdhlten P. glucanolyticus und
L. monocytogenes Stammen. In diesem Zusammenhang wurde TSB mit einer Vitamin Ki
Konzentration von 100 nmol/ml (& 4,5 mg pro 100 ml) supplementiert, wobei verschiedene
Ansatze mit und ohne Emulgator gewahlt wurden. Als Emulgatoren wurden zwei organische
Losungsmittel verwendet, Ethanol sowie Dimethylsulfoxid (DSMO). In diesem Fall wurde eine
100-fach konzentrierte Stammldsung (4,5 mg/ml) verwendet. Aufgrund der bekannten
Auswirkung von Ethanol und DSMO auf Zellmembranen wurden Emulgations-Versuche auch
mit Agar-Agar unternommen. TSB wurde mit 0,125 % Agar-Agar autoklaviert und im
Anschluss unter Rihren mit 100 nmol/ml Vitamin K: versehen. Weitere Emulgator-freie
Vorgehensweisen bestanden darin Vitamin Ky direkt in das sterile Medium beizugeben und
unter starkem Schitteln (250 rpm) zu inkubieren, Vitamin Ki; mit dem Medium zu
autoklavieren sowie einer Homogenisation von Vitamin Kz durch eine steril-filtrierte Zugabe

(Spritzenvorsatzfilter VWR, PorengréRRe 0,2 um, Darmstadt, Deutschland).

Eine weitere Mdglichkeit zur Modifikation des isoprenoiden Chinongehaltes bestand darin, den
entsprechenden Syntheseweg durch die Zugabe von aromatischen Aminosauren zu inhibieren.
Diese Methode wurde von TsukamoTo et al. (2001) dbernommen und bei den
L. monocytogenes Stimmen DSM 20600 und FFH angewandt. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass es durch die Zugabe von aromatischen Aminosaure zu einer Produkt Feedback-
Inhibition des Chinon-Grundgerists kam, da die beiden Vorlaufermolekile der aromatischen
Aminosauren und des Menachinons Uber den Shikimat-Weg synthetisiert werden. Fur die
Menachinon-Inhibitionstests in L. monocytogenes wurde die HTB-Bouillon mit den drei
aromatischen Aminosduren L-Phenylalanin, L-Tyrosin und L-Tryptophan (je 180 mg/l)
supplementiert (TSUKAMOTO et al., 2001). Als Kontrolle wurde HTB mit nicht aromatischen
Aminosauren L-Alanin, L-Cystein und L-Serin supplementiert (je 180 mg/l). Der pH-Wert der

Aminosauren-supplementierten Anzuchtmedien wurde durch diese Zugabe nicht beeinflusst.

In S. xylosus und M. luteus wurden zwei verschiedene Supplementationsversuche etabliert. Der
erste Ansatz bestand darin die Carotinoidsynthese durch die Zugabe von Diphenylamin (DPA)
zu blockieren. HAMMOND & WHITE (1970) stellten fest, dass es in S. aureus durch die Zugabe
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von DPA zu einer Reduktion der Carotinoidsynthese um 60 bis 90 % kam. Hierfur wurde
S. xylosus Stamm J70 in TSB mit verschiedenen DPA-Konzentrationen (2 uM, 7,5 uM, 15 uM,
37 uM, 74 uM) supplementiert und angezogen. Die DPA-Stammlésung mit einer
Konzentration von 100 mM wurde in DMSO gel6st. Eine weitere Methode zur Reduktion des
Carotinoidgehaltes wurde der Publikation von FONG et al. (2001) enthnommen. In dieser Arbeit
wurde die Carotinoid-Akkumulation in Arthrobacter agilis MB813 als Reaktion auf
thermischen- sowie Salzstress untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass es bereits ab
einer NaCl-Konzentration von 2 % (w/v) zu einer Reduktion der Carotinoidkonzentration kam.
Bei einer Konzentration von 10 % NaCl konnten keine Carotinoide mehr detektiert werden.
Folglich wurde im Rahmen der Arbeit die Auswirkung einer 5-%-igen sowie 10-%-igen NaCl-
Zugabe zum TSB (Endgehalt entspricht 5,5 % beziehungsweise 10,5 % NaCl) auf beide
S. xylosus und M. luteus Stdmme untersucht.

Fur die aerobe Anzucht aller Spezies wurden 300 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml des
entsprechenden Flissigmediums versehen. Die Kulturen wurden in Triplikaten hergestellt, mit
1% (v/v) einer Ubernachtkultur beimpft und agitiert (150 rpm) bei 30 °C und 10 °C bis zur
spaten exponentiellen Phase (ODs2snm ~ 1) inkubiert. VVorkulturen wurden stets bei 30 °C und
150 rpm geschittelt angezogen. Aufgrund der groBen Temperaturspanne (-2 °C bis 50 °C) bei
der L. monocytogenes wachsen kann (FARBER & PETERKIN, 1991; Ko et al., 1994), wurden die
beiden Wachstumstemperaturen auf 37 °C und 6 °C ausgedehnt. Hierdurch sollte die potentielle
Fettsdure-unabhangige Anpassung eine starkere Auspragung aufweisen. Die Zelldichten
wurden bei 625 nm mit einem UV-Vis-Spektrophotometer gemessen (Genesys 10uv Scanning;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Die Kulturen wurden durch Zentrifugation bei den
entsprechenden  Wachstumstemperaturen  bei  Erreichen  der  spétexponentiellen
Wachstumsphase (entspricht ODeg2snm ~1) mit 12860 x g fur 10 min (Eppendorf
Tischkihlzentrifuge 5810R, Hamburg, Deutschland) geerntet, und falls nicht anders genannt,
zweimal mit vortemperierter phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS: 137 mM NacCl,
12 mM HxHPOy4, 2,7 mM KCI, pH 7,4) gewaschen. Anschlielend wurden Zellen fiir die
nachfolgenden Analysen eingesetzt, unter anderem Fettsdure-, Menachinon- und
Carotinoidanalyse sowie fir die Membran-Fluiditdtsmessung. Zellkolonien wurden auf
TSA/HTA-Platten bei 30 °C inkubiert. Die Sterilisation aller aufgefuhrten Medien erfolgte
durch Autoklavieren fir 20 Minuten bei 121 °C. Die verschiedenen Supplemente wurden nach
dem Autoklaviervorgang, zu bereits abgekihltem Medium sterilfiltriert hinzugegeben.
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2.1.2 Bestimmung von Wachstum und Wachstumsparametern

Der Wachstumsverlauf der Flussigkulturen wurde photometrisch (Genesys 10uv Scanning;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei einer Wellenldnge von 625 nm gemessen. Eine
Mdoglichkeit zur Bestimmung der Zellfitness beziehungsweise des Anpassungsgrades an
niedrige Temperaturen stellt die Wachstumsrate p und die damit verbundene Verdopplungszeit
tq dar. Hierflr wurde die optische Dichte der Zellsuspensionen Uber den gesamten Verlauf
aufgezeichnet. Uber die halb-logarithmische Auftragung der ODsg2snm gegen die Zeit lieRen sich
die einzelnen Wachstumsphasen definieren. Die Wachstumsrate konnte anschlielend in der
exponentiellen Wachstumsphase anhand der Steigung, die in dieser Auftragung linear verlauft
(Formel 1), berechnet werden. Wie in Formel 2 gezeigt, konnte hiermit auch die

Verdopplungszeit berechnet werden.

Formel 1: Berechnung der Wachstumsrate p

In(N¢) — In(No)

Wachstumsrate (i) =

(t —t0)
Ni:  Zelldichte (ODszsnm) zum Zeitpunkt t
No:  Zelldichte (ODs2snm) zum Zeitpunkt to
t: Zeitpunkt zum Ende der exponentiellen Wachstumsphase
to: Zeitpunkt zum Beginn der exponentiellen Wachstumsphase
Formel 2: Berechnung der Verdopplungszeit tq
In 2

Verdopplungszeit (t;) = T

Tk Wachstumsrate

2.1.3  Gefrier-Auftau-Stresstest

Eine weitere Mdglichkeit zur Quantifizierung der Kalteanpassung stellt der Gefrier-Auftau-
Stresstest dar. Hiermit sollte der Einfluss der vermehrten Einlagerung der untersuchten
lipophilen Verbindungen auf die Kélteresistenz der einzelnen Bakterienspezies untersucht

werden. Zur Durchfiihrung wurden die Zellkulturen in der spaten exponentiellen
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Wachstumsphase (ODe2snm ~ 1) durch Zentrifugation (Abschnitt 2.1.1.2) geerntet, mit steriler
Ringer-Losung (Merck 115525, Darmstadt, Deutschland) zweimal gewaschen und im selben
Volumen wieder resuspendiert. Waschschritte sollten die Entfernung potentieller
Medieninhaltsstoffe gewahrleisten, die einen positiven Einfluss auf die Kalteresistenz haben
konnten. Zentrifuge und Ringer-Ldsung wurden vor der Anwendung auf die entsprechenden
Wachstumstemperaturen vortemperiert. Jeder Stamm wurde drei Gefrier-Auftau-Zyklen (&
24 h) unterzogen. Hierfur wurden fir jeden Ansatz Aliquote von 3 x 2 ml der gewaschenen
Zellsuspensionen bei -20 °C eingefroren. Nach 24, 48 und 72 h wurden die Zellen fir 10 min
bei Raumtemperatur aufgetaut und die Lebendzellzahl bestimmt. Die verbleibenden Proben
wurden fur nachfolgende Gefrier-Auftau-Zyklen  wieder eingefroren. Fir die
Lebendzellzahlbestimmung wurde eine dezimale Verdinnungsreihe (1 ml in 9 ml) mit steriler
Ringerlésung bis zur Verdiinnungsstufe 10 hergestellt. Im Oberflachenverfahren wurden
100 pl der jeweiligen Verdunnungsstufe auf den entsprechenden Nahragar-Platten ausplattiert.
Die Inkubation erfolgte bei 30°C flur 24 h beziehungsweise 48 h fur die beiden

P. glucanolyticus Stdmme.

2.1.4 Stammlagerung

Eine kurzfristige Lagerung (1 bis 2 Wochen) der verwendeten Stamme erfolgte auf den
entsprechenden Agar-Platten bei 4 °C. Die langfristige Lagerung erfolgte in Kryomastréhrchen

der Firma Mast Group Ltd. (Bootle, GroR3britannien), welche bei -80 °C gelagert wurden.

2.2 Biochemische Methoden

2.2.1 Fettsaureanalyse

Die Bestimmung des Fettsaureprofils erfolgte anhand der sauren Methanolyse von MILLER
(1982) und SASSER (1990). Bei dieser Methode werden die Zellen mit Hilfe von organischen
Losungsmitteln, S&ure und hoher Temperatur aufgeschlossen und somit die Lipide zugénglich
gemacht. Die Fettsdauren (FS) werden durch Hydrolyse von dem Glycerinriickgrat der
(Phospho-)Lipiden getrennt und liegen daraufhin als freie Fettsdureanionen vor. Diese werden

wiederum mit Methanol verestert, sodass die gewonnenen Fettsduremethylester (FAME)
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anschlielend in der Massenspektrometer-gekoppelten Gaschromatographie analysiert werden

kdnnen.

Fur die FAME-Derivatisierung wurden 50 bis 60 ml der Zellsuspensionen bei 12860 x g fur
10 min bei der entsprechenden Wachstumstemperatur pelletiert und einmal mit vortemperierter
Ringerlésung (Merck 115525, Darmstadt, Deutschland) gewaschen. AnschlieBend wurden 50
bis 100 mg Zellpellet in vorgespulte (Hexan/MTBE-Gemisch) Hydrolyserohrchen tberfihrt.
Im ersten Schritt wurde Verseifungsreagenz (15 % NaOH in MeOH/rH,O-Gemisch [1:1 v/v])
hinzugegeben und bei 100 °C aufgekocht. Hierdurch wurden die Zellen lysiert und die
Fettsduren abgespalten. Im zweiten Schritt erfolgte die Methylierung bei 80 °C durch Zugabe
der Methylierungsreagenz (6,0 N HCI/MeOH-Gemisch [13:11 v/v]). Die Extraktion der
gebildeten FAMEs erfolgte durch den Einsatz der apolaren Extraktionsreagenz (Hexan/MTBE-
Gemisch [1:1 v/v]). Darauffolgend wurde die wassrige Phase verworfen und das Extrakt mit
einer 1,2-%-igen NaOH-Ld6sung (in rH20) gewaschen. Die aufgereinigten FAMES wurden in
GC-Vials Gberfiihrt und mit einem Gaschromatographen (Modell 7890A; Agilent Technologies
Germany GmbH, Waldbronn, Deutschland), ausgestattet mit einer 5-%-igen
Phenylmethylsilikon-Kapillarsaule und einem Massenspektrometer (Modell 5975C; Agilent
Technologies Germany GmbH), nach Lipski & ALTENDORF (1997) bestimmt. Als Tragergas
wurde Helium mit einer Flussrate von 1,2 ml/min verwendet. Fettsduren wurden mit der
ChemStation-Software (Agilent Technologies Germany GmbH) analysiert und anhand ihrer
Retentionszeit und ihres Massenspektrums identifiziert. Retentionszeiten wurden anhand eines
externen FAME-Standards (MIDI System Calibration Standard Part No. 19298-60500; Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) in equivalent-chain-lenght (ECL) Werte konvertiert und mit
der internen Datenbank abgeglichen.

Die quantitative FAME-Messung wurde mit Hilfe eines internen Methylnonadecanoat-
Standards bewerkstelligt. Da die bestimmte Stoffmenge auf das ZellnaRgewicht bezogen
wurde, musste das gewaschene Pellet zuerst von Uberschiissigem Wasser befreit werden.
Hierfiir wurden die Pellets auf Filterpapier (Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Deutschland)
uberfiihrt, bei Raumtemperatur fir 10 Minuten getrocknet und anschlielend mit einer
Analysewaage (Sartorius BP 221 S, Gottingen, Deutschland) gewogen. Als interner Standard
(ISTD) wurde Methylnonadecanoat von der Firma Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Der Standard wurde mit einer Konzentration von 0,5mmol It in dem

Extraktionsreagenz geltst. Da jeder Probe 1,25 ml Extraktionsreagenz zugegeben wurde,
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enthielt jeder Ansatz 625 nmol Methylnonadecanoat. Der Fettsduregehalt wurde anhand der

Formel 3 berechnet.

Formel 3: Berechnung des Fettsdauregehalts pro g ZellnaBgewicht

FS(umol) 625 nmol * Y. peaks
Zng (9)  Fliche;srp * Zng (g) * 1000

Y peaks- Summe der Peakflachen
Flache;grp:  Flache des verwendeten internen Standards
Zng (9): ZellnalRgewicht in g

FS (umol): Stoffmenge der detektierten Fettsauren in pmol

Sofern es moglich war, wurde die adaptive Reaktion der Fettsdurezusammensetzung auf
niedrige Temperaturen als gewichtete mittlere Schmelztemperatur (weighted average melting
temperature, WAMT; Formel 4) der nachgewiesenen Fettsduren angegeben. Hierfur wurden
Schmelztemperaturen von freien Fettsduren verwendet, da diese den entsprechenden Lipiden
ahnlicher sind als zum Beispiel ihre methylierten Derivate. (KNOTHE & DUNN, 2009;
SOHLENKAMP & GEIGER, 2016). Dieser Parameter integriert quantitative Veranderungen aller
detektierten Membranfettsdauren und bericksichtigt die individuellen Schmelztemperaturen
jeder einzelnen Fettsdure. Die WAMT-Werte sind nicht identisch mit der tatsdchlichen
Schmelztemperatur der Zytoplasmamembran, die auch von der gesamten polaren Lipidstruktur
abhangig ist. Hiermit sollte die Kalteanpassung mittels Fettsaureverschiebung objektiv
quantifiziert werden und eine bessere Beurteilung der potentiellen Fettsdure-unabhéngigen
Adaptation, bedingt durch die untersuchten lipophilen Verbindungen, ermdglicht werden. Die
Schmelztemperaturen fiir alle Fettsduren werden aus der Publikation von KNOTHE & DUNN

(2009) entnommen.

Formel 4: Berechnung der weighted average melting temperature - WAMT
WAMT = Prozentsatz(FS;) * Tm(FS,) + Prozentsatz(FS,) * Tm(FS,) + ... +
Prozentsatz(FA,) * Tm(FA,)

FS.bis FS,: Alle detektierten Fettséuren eines Fettséureprofils
Prozentsatz (FA,): Prozentsatz der einzelnen Fettsauren

T (FSy): die Schmelztemperatur der entsprechenden Fettsaure
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2.2.2 Isoprenoid-Chinonanalyse

Chinonanalysen wurden qualitativ sowie quantitativ fir alle untersuchten Stamme
durchgefuhrt. Die Extraktion und Aufreinigung der Chinone erfolgte nach den modifizierten
Methoden von HirAISHI et al. (1996) und Hu et al. (1999). Diese Methoden basieren auf einer
Methanol-Chloroform-Extraktion der lipophilen Membranbestandteile. Das Extrakt wird
anschlie3end Uber solid phase extraction-S&ulchen (SPE-Sdulchen) aufgereinigt. Die Trennung
erfolgt anhand der Polaritdt der Molekile. Alle verwendeten organischen Ldsungsmittel
besalRen einen HPLC-Reinheitsgrad. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der zu untersuchenden
Chinone wurden die Probengefélie abgedeckt und die Arbeit unter starker Lichteinstrahlung

minimiert.

Bei Erreichen der Ziel-OD wurden die Zellkulturen durch Zentrifugation (12860 x g fur
10 min) geerntet und zweimal mit 0,9-%-iger NaCl-Ldsung gewaschen. Zur Minimierung der
Varianz bei der Gehaltsbestimmung wurden die Zellpellets auf Filterpapier (Schleicher &
Schuell GmbH, Dassel, Deutschland) transferiert und fur 10 min getrocknet. Um eine
vollstdndige Chinonextraktion zu gewahrleisten wurden 20 mQzeiinaggewicht DiS maximal
100 mgzeinargewicht der Zellen in 50 ml Hydrolyseréhrchen (berfiihrt. Die Massebestimmung
erfolgte mit Hilfe einer Analysewaage (Sartorius BP 221 S, Gottingen, Deutschland). Héhere
Biomassen hatten eine stark verringerte Wiederfindungsrate und erhéhte Varianzen zur Folge.
Die uberfuhrten Zellpellets wurden im néachsten Schritt in 3 ml KoHPO4-Puffer (48 mM,
pH 7,4) vollstandig resuspendiert. AnschlieRend wurden 9 ml Methanol und 5 ml Chloroform
mit 6,55 nmol Vitamin Ki (Sigma-Aldrich 95271, Darmstadt, Deutschland) als interner
Standard hinzugegeben und fiir 30 min im Uberkopf-Mischer geschiittelt. Danach wurden 5 ml
Reinstwasser (rH20) und 5 ml Chloroform zugegeben und bei 1160 x g fir 5 min bis zur
Phasentrennung zentrifugiert. Die Chloroform-Extraktion wurde zweimal mit je 10 ml
wiederholt. Die organischen Phasen wurden zusammengefuhrt und mit einem
Rotationsvakuumverdampfer (CVVC 3000 vakuubrand, IKA RV 10 digital, IKA HB 10 digital;
IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) bei 200 mbar und 38 °C bis zur Trockene

eingeengt.

Die Rickstande wurden in 5 ml Hexan geldst, auf 1 ml Probenvolumen aufkonzentriert und
mittels Festphasenextraktion aufgereinigt (Biotage 1 g 6 ml; Uppsala, Schweden). Die Elution

der Chinone erfolgte mit 20 ml eines Hexan-Diethylether-Gemisches. Dabei wird ein Hexan-
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Diethylether-Verhéltnis von 98:2 (v/v) fir Menachinone und ein Verhaltnis von 90:10 (v/v) fur
Ubichinone verwendet. Die gesammelten Eluate wurden vollstdndig eingedampft und in 1 ml
Methanol unter mehrmaligem schwenken aufgenommen. Die Chinonextrakte wurden auf einer
Agilent 1260 HPLC-Serie mit Quat Pump, Autosampler, Diodenarray-Detektor und einem
thermostatisierten Sdulenfach analysiert. Die HPLC-Durchflussrate betrug 1 ml/min. Als
mobile Phase wurde ein isokratisches Methanol-Isopropylether-Gemisch (9:2 v/v) verwendet.
Die Verbindungen wurden auf einer Umkehrphasen-Saule (ODS Hypersile RP18, Thermo
Fisher, USA) isotherm bei 30 °C getrennt und die Absorption bei 270 nm und 275 nm
detektiert. Die HPLC-Daten wurden mit der ChemStation-Software (HP, Boblingen,
Deutschland) ausgewertet. Die Chinone wurden anhand ihres Absorptionsspektrums und ihrer
Retentionszeit identifiziert. Hierfir wurden Referenzchinone aus verschiedenen Typstammen
mit bekannten Chinonmustern verwendet. Die Chinon-Konzentration wurde mit dem internen
Vitamin Ki-Standard berechnet (Formel 5). Die Probenlagerung erfolgte im Dunkeln bei
-20 °C.

Formel 5: Berechnung der Menachinonkonzentration

nmol) _ Flachepyope * ISTD * IVigrp

Chi halt (
inongeha Flache;srp * ZNG * [Vp,ope

9zne
Flachep,ope: Summe der integrierten Probenflache
Flache;srp: Flache des internen Standards

ISTD: Stoffmenge des internen Standards (nmol)
IV: Injektionsvolumen (ml)

ZNG: ZellnaRgewicht (g)

2.2.3 Carotinoidanalyse

Carotinoide bildeten die zweite Stoffgruppe, die im Rahmen dieser Arbeit als potentielle
Fettsdure-unabhangige Kélteadaptation untersucht wurde. Dabei handelt es sich ebenfalls um
lipophile Molekiile, die aus Isopren-Einheiten aufgebaut sind, aber in einer hohen Variation an
verschiedenen Modifikationen vorkommen (Abschnitt 1.3.2). Aufgrund der starken
Wechselwirkung der eingelagerten Carotinoide und der Zellmembran stellte sich die

vollstdndige Extraktion als fordernd dar. Das zeigt sich auch in der Literatur, in der haufig
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mehrere Zellaufschlussmethoden und Extraktionsmethoden kombiniert werden, um eine
vollstandige Carotinoidextraktion gewahrleisten zu konnen (KAISER et al., 2007; REZWAN et
al., 2007). Die in dieser Arbeit beschriebene Methode basiert auf den Publikationen von KAISER
et al. (2007) und REzwAN et al. (2007) und wurden im Rahmen eines Laborblocks und einer
Abschlussarbeit (BAusT, 2017) modifiziert und weiterentwickelt. Dabei wurde das Ziel der

vollstandigen Carotinoidextraktion fir die verwendeten Bakterienspezies erreicht.

Die Carotinoidanalyse wurde bei den pigmentierten Stammen S. xylosus DSM 20266" und J70
sowie den Stammen M. luteus DSM 20030" und J3 durchgefiihrt. Die Anzucht der Kulturen
erfolgte wie bereits unter Abschnitt 2.1.1.2 beschrieben. Abweichend dazu wurden die
Zentrifugationsschritte bei 4 °C durchgefihrt. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass die
Licht- sowie Temperatur-empfindlichen Carotinoide wéhrend der weiteren Extraktionsschritte
ausreichend gekihlt sind und somit Abbau- und cis-Isomerisierungsprozesse der extrahierten
Carotinoide moglichst minimiert werden. Es wurden 100 ml Zellsuspension in zwei Schritten
in sterilen 50 ml Zentrifugenbechern geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen
bei -80 °C flir mindestens 15 Minuten eingefroren. Bei diesem Schritt konnten die Zellen bei
-80 °C auch zwischengelagert werden. Nach vollstandiger Gefrierung der Zellpellets wurden
die Proben fir die Lyophilisation vorbereitet. Der Gefriertrocknungsprozess wurde tiber Nacht
fir mindestens 16 h in einer Christ Alpha 1-2 LD Gefriertrocknungsanlage durchgefiihrt
(Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen, Osterode, Deutschland). Hierflr wurde ein Vakuum
von 0,53 mbar mit Hilfe einer Vakuumpumpe eingestellt (Vacuubrand, Wertheim,
Deutschland).

Die gefriergetrockneten Zellen stellten das Ausgangsmaterial fiir die Carotinoidextraktion dar.
Um diese vollstdndig zu extrahieren, wurden mehrere enzymatische sowie mechanische
Zellaufschlussmethoden kombiniert. Aus diesem Grund wurden maximal 35mg der
Iyophilsierten Zellen verwendet, um eine vollstdndige Extraktion aus der gewonnenen
Zelltrockenmasse zu erreichen. Diese wurden mit Hilfe einer Analysewaage (Sartorius BP 221
S, Gottingen, Deutschland) abgewogen und in 2 ml Reaktionsgefdlle Uberfihrt. Fir den
enzymatischen Zellaufschluss wurden die Zellen vollstandig in 1,2 ml eiskaltem PBS (137 mM
NaCl, 12 mM H2HPO4, 2,7 mM KCI, pH 7,4) resuspendiert und nach der Zugabe von 200 pl
Lipaseldsung und 200 pl Lysozymldsung fur 10 s gevortext. Aufgrund der Lysozymresistenz
von Staphylokokken wurde bei der Extraktion von S. xylosus statt Lysozym Lysostaphin

verwendet. Alle Enzymldsungen wurden frisch am Tag der Verwendung hergestellt in den
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Konzentrationen von 400 kU/200 pl Lysozym, 2,7 kU/200 ul Lysostaphin und 2 U/200 pl
Lipase. Der enzymatische Zellaufschluss erfolgte im Dunkeln in einem Schittelinkubator bei
37 °C, 250 rpm fir 2 h. Abweichend zu der Methode von KAISER et al. (2007) wurde die
Inkubationszeit mit 2h deutlich geringer gewéhlt. Vorldufige Tests mit ldngeren
Inkubationszeiten von 10 h und mehr fuhrten zu einem deutlichen Anstieg an cis-lsomeren.
Nachfolgend wurde ein kombinierter mechanischer Zellaufschluss, bestehend aus Gefrier-
Auftau-Zyklen und einer Ultraschallbadbehandlung, durchgefiihrt. Im Einzelnen wurden die
Proben jeweils dreimal bei -80 °C (5 bis 10 min) eingefroren, dann im Wasserbad (Julabo MP-
BRU/PU, Seelbach, Deutschland) bei 30 °C aufgetaut und anschlieBend fiir 3 min im
Ultraschallbad (Sonorex, BANDELIN electronic, Berlin, Deutschland) behandelt. Um eine
weitere Erwarmung der Zellen aufgrund der auftretenden Prozess-Wéarmeentwicklung wahrend
des Ultraschallbades zu verhindern, wurden die Ultraschallbehandlungen in Eiswasser

durchgefuhrt.

Nach dem Zellaufschluss wurden die polaren Carotinoide durch die Zugabe von 400 pl
eiskalter, geséttigter Zinkacetatlosung komplexiert und geféllt. Diese Xanthophylle,
insbesondere Xanthophyllproteine und -glycoside, verbleiben ansonsten in der wassrigen Phase
und sind ohne diesen Zwischenschritt nicht verlustfrei zu extrahieren (KORONELLI et al., 1987,
DEMBITSKY, 2005). Zelltrimmer sowie geféllte Xanthophylle wurden nachfolgend bei 4 °C und
18500 x g fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig und vollstandig entfernt.
Die Pellets wurden in 1,6 ml Methanol/0,05-%-Butylhydroxytoluol (BHT)-stabilisiertem-
Chloroform (7:3 v/v) resuspendiert und gevortext. Wurde hierdurch keine vollstandige
Suspension der Pellets erreicht, so wurde mit Hilfe eines Metallspachtels die Resuspension
mechanisch unterstiitzt. Nach der Zentrifugation bei 18500 x g fur 3 min bei 4 °C wurde die
obere Phase in 50 ml Hydrolyseréhrchen Gberfiihrt und gesammelt. Dieser Schritt wurde
wiederholt bis die Pellets und die Uberstinde nicht mehr gefarbt waren. Ab diesem Punkt, bei
dem die rohen Carotinoidextrakte vorlagen, war strikter Lichtschutz der Proben geboten und
gegeben. Mit der Zugabe von 8 ml eiskalter 10-%-iger NaCl-Lésung wurden die Rohextrakte
gewaschen. Hierzu wurden die Proben gevortext und fiir eine vollstdndige Phasentrennung
zentrifugiert (3200 x g, 4 °C, 10 min). Die untere organische Phase wurde mit Glaspipetten
solange abgenommen und in Spitzkolben (Braunglas) gesammelt, bis diese klar und ungefarbt
war. Hierfiir wurden die Probenreste wieder mit 2 ml BHT-stabilisiertem-Chloroform (0,05 %)
gemischt und erneut zentrifugiert. Die gesammelten Carotinoidextrakte wurden unter einem

Stickstoffstrom zur vollstandigen Trockene eingeengt. Dies stellte sich als die schonendere
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Alternative zum Rotationsverdampfer dar, bei dem die Wéarme des Wasserbades sich negativ
auf die Carotinoidhaltbarkeit auswirkte. Die Riickstdnde wurden in 1 ml Methanol/Chloroform-
Gemisch (1/1 v/v) gel6st und durch einen PTFE-Spritzenaufsatzfilter mit 13 mm Durchmesser
und einer Porengrél3e von 0,2 um (VWR international, Darmstadt, Deutschland) in Glas-Vials
filtriert. Die Proben wurden in der Regel sofort im Anschluss in der HPLC gemessen. Bei einer

zwischenzeitlichen Lagerung wurden die Proben bei -20 °C im Dunkeln aufbewahrt.

Die Analyse der aufgereinigten Carotinoidproben erfolgte intern an der Arbeitsgruppen-eigenen
HPLC mit einer RP-18-Séule. In Kooperation mit dem Institut fir Lebensmitteltechnologie in
Bonn konnten weitere (U)HPLCs, ausgestattet mit einer Carotinoid-spezifischen C30-Saule,
genutzt werden.

Arbeitsgruppen intern erfolgte die Analyse mit dem Hochleistungs-Flissigkeits-
chromatographie-System Infinity 1260 von Agilent Technologies (Ratingen, Deutschland). Bei
der verwendeten Software handelte es sich um die Agilent Technologies eigenen OpenLab CDS
ChemStation-Edition Software (Rev. C01.07). Die chromatographische Auftrennung erfolgte
in Kombination aus einer Hypersile ODS C18-Vorséule (4,0 x 250 mm, 5,0 um; Thermo Fisher
Scientific; Wesel, Deutschland) und einer Poroshell 120 EC C18-Saule (4,6 x50 mm, 2,7 um;
Agilent Technologies). Die Saulen wurden wahrend der Analyse auf 10 °C gekihlt. Die Proben
wurden lichtgeschitzt im Autosampler aufbewahrt und auf 4 °C temperiert. Die Elution erfolgte
mit einem Gradienten, der der Tabelle 3 entnommen werden kann. Als Flussmittel wurde ein
Methanol/Wasser-Gemisch (98:2 v/v), versehen mit 50 mM Ammoniumacectat, und Methyl-
tert-Butylether (MTBE) verwendet. Die Flussrate betrug 0,8 ml/min.

Tabelle 3: Gradient fiir die Carotinoidauftrennung an einer  C18-RP-Siule.
Eluent A = Methanol/Wasser-Gemisch versehen mit 50 mM Ammoniumacetat. Eluent B = MTBE.
Flussrate = 0,8 ml/min.

Zeit (min) Eluent A (%) Eluent B (%)
0 100 0

13 43 57

15 90 10

18 90 10

23 100 0

25 0 100

32 System auf Stand-by

34



2 Material und Methoden

Proben sowie der externe Standard wurden mit einem Injektionsvolumen 50 pl in das System
eingebracht. Als externer Standard wurde B-Carotin, Reinheitsgrad > 95 % (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA,) mit einer Konzentration von 67 uM (& 36 pg/ml) verwendet. Die Absorption der
zu messenden Carotinoide wurde mit Hilfe eines Diodenarray-Detektors bestimmt. Das
UV/Vis-Spektrum wurde von 200 nm bis 700 nm (2,0 nm Schritte) aufgezeichnet. Die
Integration der Peaks erfolgte anhand der Absorption bei 450 nm (bandwith = 4 nm). Aufgrund
der begrenzten Auftrennungsleistung der C18-Sdule wurden bei manchen Proben die Peaks
manuell integriert. In der Regel wurde die automatische Integration der Software verwendet.
Der Carotinoidgehalt wurde auf das zuvor gemessene Zelltrockengewicht bezogen und anhand

der Formel 6 berechnet.

Formel 6: Berechnung der Carotinoid-Konzentration:

Flachep,ope ¥ ESTD * [Vgsrp
FléCheESTD * ZTG * IVProbe

Carotinodgehalt =

Flachep,op: Summe der integrierten Probenflachen
Flacheggrp: Flache des externen Standards

ESTD: Masse des externen Standards (ug)

IV: Injektionsvolumen (ml)

ZTG: Zelltrockengewicht (g)

Die Zusammenarbeit mit dem Institut fir Lebensmitteltechnologie in Bonn bot weiterhin die
Mdglichkeit die Carotinoidproben mit einem Ultra-HPLC-System samt Carotinoid-spezifischer
C30-Sdule analysieren zu kdnnen. Jedoch waren die verwendeten Séaulen, bedingt durch eine
zu groRe PorengroRe der Saulen, nicht fir den Ultra-HPLC Bereich spezifiziert, sodass es sich
technisch um eine normale HPLC-Messung handelte. Ein weiterer Vorteil bestand darin, dass
neben dem einzelnen Diodenarray-Detektor ein Massenspektrometer als Detektor verwendet
werden konnte. Bei diesem LC-MS-System lieRen sich anhand der Massen die untersuchten
Carotinoide identifizieren. Das Prominence UHPLC-System stammt von der Firma Shimadzu
(Kyoto, Japan) und setzte sich aus einer Nexera X2 LC-30AD High-Pressure Gradientenpumpe
samt DGU-20A5R Degasser, einem Nexera SIL-30AC Autosampler, einem CTO-20AC
Séulenofen und einem SPD-M20A Diodenarray-Detektor zusammen. Fir die

Massenspektrometrie wurde das Acquity UHPLC-System von der Firma Waters GmbH
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(Eschborn, Deutschland) verwendet. Die einzelnen Komponenten waren eine Bindre-
Losungsmittelpumpe, ein Samplemanager, ein Saulenofen und ein Diodenarray-Detektor sowie

der LTQ XL linear ion trap Massenspektrometer.

Fur den Transport wurden die Proben unter einem Stickstoffstrom bis zur vollstandigen
Trockene eingeengt und bei -80 °C gelagert. Fir die Analysen wurden die Proben kurzfristig in
1 ml Methanol/MTBE-Gemisch (1:1 v/v) mit 0,1 % BHT stabilisiert, gelost. Der Autosampler
wurde auf 15 °C und der S&ulenofen auf 25 °C temperiert. In den beiden formalen UHPLC-
Systemen wurde eine Kombination aus einer Vorsaule Accucore™ C30 (10 x 2,1 mm, 2,6 pum;
Thermo Fisher Scientific) und der Accucore™ C30 Sdule (150 x 2,1 mm, 2,6 um; Thermo
Fisher Scientific) installiert. Als externer Standard wurde ebenfalls B-Carotin (Extrasynthese,
Lyon, Frankreich), mit einem Reinheitsgrad > 99 %, flr die quantitative sowie qualitative
Analyse verwendet. Das Injektionsvolumen betrug 5 pl. Die Elution erfolgte mit einem

Gradienten aus Methanol, Wasser und MTBE und einer Flussrate von 0,4 ml/min (Tab. 4).

Tabelle 4: Gradientenverlauf der C30-HPLC-Systeme. Eluent A =85:5:10 Methanol-Wasser-MTBE-
Gemisch (v/v/v). Eluent B =11:85:4 Methanol-Wasser-MTBE-Gemisch (v/v/v). Die Flussrate betrug
0,4 ml/min.

Zeit (min) Eluent A (%) Eluent B (%)
0 80 20

1 65 35

3 65 35

7,5 57 43

12 52,7 47,3

13 0 100

15 0 100

16 80 20

18 System auf Stand-by

Die Identifikation der Carotinoide erfolgte anhand ihrer Retentionszeiten, ihrem
Absorptionsspektrum und den detektierten Massezahlen der Massenspektroskopie. Aufgrund
der groRRen Variabilitat von Carotinoiden war die Massenspektroskopie (MS) die einzige sichere
Methode zur korrekten Identifikation der Verbindungen. Allein anhand der Retentionszeiten
und der Absorptionsspektren konnte nur eine putative, vorlaufige und grobe Einteilung der
detektierten Carotinoide vorgenommen werden. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit von
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Carotinoiden, wurde mit der atmospharischen chemischen lonisation (APCI) eine schonende
lonisierungsmethode verwendet, bei der eine geringe thermische Spaltung des Analyten auftritt.
Die massenspektrometrische Bestimmung erfolgt anhand der spezifischen Ladungs-Masse-
Verhaltnisse (m/z). Die Messung wurde in diesem Fall in einem Bereich von m/z 100 bis 1200
durchgefuhrt. Die hierfur verwendete Software war Xcalibur 2.2 SP1.48 von Thermo Fisher
Scientific (Schwerte, Deutschland). Die eingestellten Parameter des Massenspektrometers sind

in der Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Einstellungen des HPLC-Massenspektrometers.

Parameter Soll-Wert
lonisationsquelle APCI
Kollisionsgas Helium
Kapillartemperatur 275 °C
APCI-Verneblertemperatur 400 °C
Mantelgas Flussrate 30
Aux-Gas Flussrate 5
Sweep-Gas Flussrate 5
Polaritat Positiv
Quellenspannung 6 kV
Quellenstromfluss 5 uA
Kapillarspannung 15V
Réhrenlinse 65V

2.3 Sonden-abhangige Fluoreszenzmessungen

Mit Hilfe von Sonden-abhéngigen Fluoreszenzmessungen wurden die Membranparameter,
Membranordnung sowie Membranfluiditdt gemessen. Somit konnte eine Beurteilung der
Kélteadaptation mittels Fettsdure-unabhéngiger lipophiler Molekile auf Membranebene
vorgenommen werden. Bei der Fluoreszenzmessung handelt es sich um ein sehr sensitives
Verfahren, das zum Beispiel einen hoheren Informationsgehalt bietet als DSC-Messungen.
Einen weiteren Vorteil bilden die einfache Handhabung, im Vergleich zu NMR und ESR-
Messungen, sowie die Stabilitat der Sonden und ihre geringe Umweltgefahrdung (BORENSTAIN
& BARENHOLZ, 1993). Allerdings ist der grolite Nutzen, dass bei dieser Methode ganze lebende

Zellen bei verschiedenen Bedingungen gemessen werden kénnen (DENICH, 2003). Durch die
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Verwendung von zwei verschiedenen Sonden und Messverfahren konnten zwei
unterschiedliche biophysikalische Parameter der Zellmembran bestimmt werden. Wie HARRIS
et al. (2002) gezeigt haben, stellt die Generalisierte Polarisation (GP) eine Methode dar, bei der
primér die Membranordnung detektiert wird. Je nach Zusammensetzung der Membran zeigt
sich keine direkte Korrelation von Membranordnung und Membranfluiditat, sodass trotz einer
hohen Membranordnung eine hohe Fluiditat vorliegen kann (Abschnitt 1.2). Deshalb wurde
eine weitere Fluoreszenzmessung angewandt. Die Anisotropiemessung erlaubt eine direkte
Messung der Beweglichkeit der umliegenden Lipide, die wiederum direkt mit der lateralen
Diffusionsrate der angrenzenden Lipide und somit mit der Membranfluiditat korreliert. Eine
Grundvoraussetzung fir diese Sonden-abhéngigen Membranmessungen stellt ein ausreichend
sensitives Fluoreszenzspektrometer dar. In dieser Arbeit wurde das Fluoreszenspektrometer
LS-55B der Firma PerkinElmer LAS GmbH (Rodgau, Deutschland) verwendet. Der
schematische Aufbau der Fluoreszenzmessung ist in der Abbildung 7 dargestellt. Bis zur
Messung wurden die Proben bei der entsprechenden Wachstumstemperatur in mobilen
Temperierboxen Waeco TropiCool TC-14FL-AC (Emsdetten, Deutschland) aufbewahrt.

Lichtquelle

)
]

Monochromator

Extinktions- Emissions-
Filter Filter /
Extinktions_* . Extinktions-
Monochromator

Probenhalter +
Peltierelement

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Fluoreszenzphotometers und des Lichtweges. Lichtquelle
stellt eine Xenon-Bogen-Lampe dar. Die beiden Extinktions- und Emissionsfilterrdder in denen unter
anderem vertikale und horizontale Polarisationsfilter enthalten sind. Der Detektor besteht aus
Photomultiplikatorréhren. Die Monochromatoren lassen dabei nur einen eingestellten
Wellenlangenbereich durch. Verdeutlicht durch die verschieden farbigen Strahlengénge.
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Die Anregung der Sonde erfolgt Uber eine hoch energiereiche UV-Strahlung, die von einer
Xenon-Bogen-Lampe erzeugt wird. Der Extinktions-Monochromator filtert die ungew(inschten
Wellenlangen heraus, sodass die Probe nur mit der eingestellten Wellenldange angeregt wird.
Zwischen Extinktions-Monochromator und der Probe befindet sich das Extinktions-Filterrad.
Dieses enthalt einen Polarisationsfilter, der das anregende Licht polarisiert und anschlieRend
das Licht entweder vertikal oder horizontal zur Probe durchl&sst. Von hier aus trifft das Licht
auf den Peltier-temperierten Probenhalter. Die Probe befindet sich in einer UV durchldssigen
Quartzkulvette (101-10-40, Hellma GmbH, Mullheim, Deutschland) mit einer Kantenl&dnge von
1 cm. Das Probenvolumen betrug 2 ml. Nach der Anregung wird das emittierte Licht im 90°
Winkel durch den Emissionsfilter, bei dem ebenfalls vertikale und horizontale
Polarisationsfilter vorhanden sind, zum Emissions-Monochromator gebiindelt. An diesem wird
potenzielles Streulicht gefiltert, bevor das emittierte Licht auf den Detektor trifft. Bei dem

Detektor handelt es sich um einen Photomultiplikator.

Zwei verschiedene Sonden wurden verwendet, um die unterschiedlichen bio-physikalischen
Eigenschaften von Biomembranen zu messen. Laurdans (1-(6-(Dimethylamino)-2-naphthalyl)-
1-dodecanon) generalisierte Polarisation (GP) wurde zur Bestimmung der Membranordnung
verwendet. TMA-DPH (1-(4-Trimethylammoniumphenyl)-6-Phenyl-1,3,5-Hexatrien  p-
Toluolsulfonat) Anisotropie zur Messung der Motilitat der Lipidmolekile (HARRIS et al., 2002).
Fur jede Spezies und Sonde wurden Kalibrierkurven mit verschiedenen Konzentrationen im
Vorfeld erstellt, um Artefaktbildung, wie zum Beispiel Sonden-Sonden-Interaktionen zu

vermeiden.

2.3.1 Generalisierte Polarisation

Die generalisierte Polarisation wurde mit der Fluoreszenzsonde Laurdan gemessen. Diese
Sonde detektiert Anderungen der Membranphase aufgrund ihrer Sensitivitat gegentiber polaren
Verbindungen wie etwa H,O in ihrer Umgebung (Abschnitt 1.4). Die Anderung im
Emissionsspektrum wird anhand der generalisierten Polarisation berechnet. Mit dieser Methode

wird primar der Ordnungsgrad der Membranlipide gemessen.

Messungen zur generalisierten Polarisation wurden mit gepulster Xenonlampe, Anregungs- und

Emissionsmonochromatoren  durchgefiihrt. Die Probentemperatur wurde mit einem
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Peltierelement PTP-1 (PerkinEImer LAS GmbH, Rodgau, Deutschland) geregelt. Fiir Laurdan-
Messungen wurden gewaschene Zellen in 48 mM K>HPOQO4 (pH 7,4) Puffer suspendiert und auf
eine ODe25nm 0,2 verdinnt. Wie bei MoOLINA-HOPPNER et al. (2004) beschrieben, wurde eine
Laurdan-Stammldsung mit einer Konzentration von 2 mM in Ethanol hergestellt und im
Dunkeln bei 4 °C gelagert. Die Féarbung der Zellen erfolgte bei einer Konzentration von 20 uM
fiir 30 min bei 30 °C im Dunkeln. Die markierten Zellen wurden zweimal mit partikelfreiem
und der Wachstumstemperatur entsprechend vortemperiertem K>HPOs-Puffer, durch
Zentrifugation bei 2060 x g und der entsprechenden Temperatur fir 10 min, gewaschen. Zur
Bestimmung der Blindwerte wurden nicht gefarbte Zellen verwendet. 2 ml Zellsuspension
wurden in eine 3500 pl Quarzkivette (101-10-40, Hellma GmbH, Mullheim, Deutschland)
uberfiihrt. Fir die Laurdanmessung wurden Emissionsspektren von 380 nm bis 600 nm
(Spaltbreite des Emissionsmonochromators = 3,0 nm) bei den gegebenen Temperaturen
aufgenommen. Die Anregung erfolgte bei 360 nm (Spaltbreite des Extinktionsmonochromators
=10,0 nm). Die GP-Werte wurden mit den Emissionswerten bei 435 nm und 500 nm, bei denen
die Blindwerte der nicht markierten Zellen subtrahiert worden sind, berechnet (HARRIS et al.,
2002; Formel 7).

Formel 7: Berechnung der Generalisierten Polarisation:

_ Iy35 — Ispp

GP =
I435 + Ispp

I435: Emissionsintensitat bei der Wellenlange von 435 nm

I500: Emissionsintensitat bei der Wellenlange von 500 nm

2.3.2  Anisotropie

Die Anisotropie wurde mit der Sonde TMA-DPH (1-(4-Trimethylammoniumphenyl)-6-
Phenyl-1,3,5-Hexatrien p-Toluolsulfonat) gemessen. Mit dieser Sonde konnte ein weiterer
physikalischer Membranparameter, die Motilitat der Lipidmolekiile, gemessen werden (HARRIS
et al., 2002). Die grundlegende Messmechanik besteht darin, dass frei bewegliche Fluorophore
in der Lage sind polarisiertes Licht durch ihren eigenen Drehimpuls zu beeinflussen (Abschnitt

1.4). Zur normierten Berechnung dieser Polarisationsédnderung wird die Anisotropie verwendet
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(Abb. 8). Aufgrund der Diskriminierung des Detektors zwischen vertikal und horizontal

polarisiertem Licht wird ein Gewichtungsfaktor, der Gerate- oder kurz G-Faktor, bestimmt.

Die TMA-DPH Inkorporation erfolgte analog zur Laurdan-Farbung. Dabei wurden modifizierte
Ansatze, wie bereits von Usul et al. (2012) und ABE & HIRAKI (2009) beschrieben, angewandt.
Die Anisotropiemessungen bei den Aminosauren-supplementierten Listeria-Stammen wurden
in KCI-Losung (pH 7,0) anstelle von Phosphatpuffer durchgefuhrt. Hierdurch kam es zu einer
Verschiebung der gemessenen Anisotropie-Werte an der y-Achse. Folglich unterschieden sich
zwar die absoluten Zahlenwerte zwischen den beiden verwendeten Puffern, jedoch war der
Kurvenverlauf, also die Anderung der Membranfluiditit Gber die gemessene
Temperaturspanne, gleich. Die TMA-DPH-Stammlésung wurde in DMSO mit einer
Konzentration von 400 uM hergestellt. Die Zellen wurden mit 0,5 uM TMA-DPH fir 10 min
bei 30 °C im Dunkeln gefarbt und zweimal gewaschen. Bei Carotinoid-haltigen Zellen
verschlechterte sich mit diesem Protokoll die Emissionsintensitat der Sonde. Folglich kam es
aufgrund der niedrigen Intensitdten zu einer schlechten Signal-to-Noise Ratio und stark
variierenden Messwerten. In diesem Fall erfolgte die Inkorporation bei 30 °C im Dunkeln fiir
mindestens 30 min. Die Anregungs- und Emissionswellenlange betrug 355 nm
beziehungsweise 425 nm. Die Anisotropiewerte wurden aus den polarisierten Intensitaten mit

Hilfe der folgenden Gleichung berechnet (Formel 8),

Formel 8: Berechnung der Anisotropie:

. Iyy — Glyy

wobei | die Fluoreszenzintensitét darstellt, von der die Blindwerte der nicht markierten Zellen
subtrahiert worden sind. G steht fiir den G-Faktor, berechnet aus dem Verhaltnis von Ixv/Inw.
Die Indices H (horizontal) und V (vertikal) zeigen die Polarisatorpositionen fiir das angeregte
und das emittierte Licht an. Jeder Datenpunkt wurde aus 10 bis 20 Einzelmessungen berechnet.
Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichungen von den unabhdngigen
biologischen Triplikaten dargestelit.
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Abbildung 8: Schema der Fluoreszenz-Anisotropie Messung. Die Probe wird im 45° Winkel mit vertikal

polarisierten Licht angeregt. Die Emission erfolgt ebenfalls im 45° Winkel wobei abwechselnd die
Intensitit, durch Anderung des Emissionsfilterrades, entweder vertikal oder horizontal gemessen wird.
Aufgrund der Diskriminierung des horizontal polarisiertem Licht durch den Detektor, erfolgt eine
Bestimmung des Gerate-Faktors. Hierbei wird anstatt vertikal polarisierten Lichts horizontal
polarisiertes Licht mit Hilfe des Extinktionsfilterrades auf die Probe gelenkt.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren, DNA sowie RNA, wurde photometrisch mit dem
Plattenlesegerat Epoch der Firma BioTek (Bad Friedrichshall, Deutschland) und dem
entsprechenden Mikro-Volumen-Einsatz Take3 (BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland)
bestimmt (SAMBROOK & RusseL, 2001). Fir die Messung wurden die Spots des Take3-
Einsatzes mit 2 pl der Probelésungen versehen. Die Proben wurden im Doppeltansatz
gemessen. Als Leerwert wurde rH2O oder der entspreche Elutionspuffer verwendet. Der
Leerwert wurde im Vierfachansatz aufgetragen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte tber
die zugehorige Software Gen5 (BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland). Hierbei konnten
auch die zu messenden Nukleinséuren eingestellt werden. Es wurden die Absorptionen bei
260 nm (fur Nukleinsduren) und 280 nm (fiir aromatische Aminoséuren) von der Software
gemessen. Hierdurch konnte nicht nur die Konzentration der Nukleinsauren, sondern auch ihr

Reinheitsgrad bestimmt werden.
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2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir verschiedene Nachweise und eine
L. monocytogenes Serovarbestimmung verwendet. Bei dieser molekularbiologischen Methode
zur in vitro-Amplifizierung spezifischer DNA-Fragmente, handelt es sich um eine
grundlegende Methode, die die verschiedensten Arbeiten mit Nukleinsauren ermoglicht
(MuLLis et al., 1986).

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Polymerasen fur die Amplifikation verwendet. Die
routinemaRige Amplifikation erfolgte mit der VWR® Taq DNA-Polymerase. Hierbei sollte die
Anlagerungstemperatur 3-5 °C unterhalb der Schmelztemperatur liegen. Die optimale Aktivitét
der Tag-Polymerase ist bei 72 °C gegeben, wobei eine Geschwindigkeit von 1000 bp min
erreicht wird. Fur moglichst fehlerfreie Amplifikationen wurde eine Polymerase mit 3°-5°-
proof reading-Exonukleaseaktivat verwendet. Diese Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
(NEW ENGLAND BiolLabs (NEB) GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) zeichnet sich
durch eine stark verringerte Fehleranfalligkeit aus, die ungeféhr 280-mal geringer ist als bei der
Tag-Polymerase. Die Annealingtemperatur sollte in der Regel 1 °C hoher als die niedrigste
Primer-Schmelztemperatur gewahlt werden. Die optimale Aktivitat liegt ebenfalls bei 72 °C,
wobei eine Geschwindigkeit von 3000 bp min erreicht wird. Firr die Amplifikation wurde der

Mastercycler epgradient der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland) verwendet.

2.4.2.1 Multiplex-PCR zur Bestimmung von L. monocytogenes Serovargruppen (DoumITH et

al., 2004a)

Die Differenzierung der L. monocytogenes Stamme anhand ihrer Serovare erfolgte mit Hilfe
einer veroffentlichten Multiplex-PCR Methode von DouMITH et al. (2004a). Im Fall der hier
verwendeten L. monocytogenes Serovarbestimmung werden finf verschiedene Genziele
amplifiziert. Hierbei werden nicht die einzelnen Serovare bestimmt. Je nach Kombination der
amplifizierten Gene werden die L. monocytogenes Stamme funf verschiedenen Serovargruppen
zugeordnet: 1.1 (1/2a-3a), 1.2 (1/2c-3c), 1.1 (4b-4d-4e), 11.2 (1/2b-3b-7), Il (4a-4c). Diese
korrelieren mit den finf phylogenetischen Gruppen (DoumITH et al., 2004b), die weiterhin aus
den drei L. monocytogenes Linien, basierend auf variablen Genomabschnitten, unterteilt

wurden. Die Primersequenzen und Konzentrationen fur die Amplifikation der funf Genziele
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wurden der Publikation von DoumITH et al. (2004a) entnommen. Die Synthese der Primer
erfolgte bei der Firma VBC-Biotech (Wien, Osterreich). Dieser Publikation wurden auch die

ProduktgroRen sowie die Serovarspezifitat der entsprechenden Genkombinationen entnommen.

Zur Extraktion der Template-DNA wurden bis zu funf Kolonien in 100 pl dH20 resuspendiert
und bei 95 °C flr 20 min inkubiert. Nach der thermischen Lyse wurden die Zelltrimmer bei
20820 x g bei 4 °C abzentrifugiert. AnschlieRend wurden 2 pl des Uberstandes fiir die PCR als
DNA-Template verwendet. Die Amplifikation erfolgte mit einer Tag DNA-Polymerase von
VWR (Darmstadt, Deutschland) mit dem zugehdrigen 10x Key Buffer. Der PCR-Zyklus nach
DouMiITH et al. (2004a) wurde mit verschiedenen Anlagerungstemperaturen modifiziert. Nach
der Amplifikation wurden 10 pl des Reaktionsgemischs auf einem 2-%-igen Agarosegel
aufgetrennt (Abschnitt 2.4.3). Fur die Visualisierung wurden die Gele 15 bis 20 min lang mit
Gel Red gefarbt.

2.4.3 Agarosegelelektrophorese

Je nach GroRe der nachzuweisenden Nukleotid-Fragmente wurden 1-%-ige oder 2-%-ige-
Agarosegele verwendet. Hierfiir wurde Agarose in dem entsprechenden VVolumen 1-fach-TAE-
Puffer aufgekocht. Fir die Herstellung des 50-fach TAE-Pufferstocks wurden 242 g Tris,
100 ml EDTA (0,05 M) und 57,4 ml Essigsdure (1 M) fiir ein Endvolumen von 1000 ml
verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in der Kammer Horizon 58 von Analytik Jena (Jena,
Deutschland). Es wurden pro Gel 25 ml Agarose verwendet. Das Gel wurde mit 1-fach TAE-
Puffer Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 6-fach Ladepuffer (Bioline GmbH,
Luckenwalde, Deutschland) vermischt und in die entsprechenden Geltaschen gefullt. Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 85 bis 95 V. Fir die Geldokumentation wurde
das Agarosegel fiir 15 bis 20 min in 3-fach GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium,
Fremont, USA) geschwenkt. Dabei werden die DNA-Fragmente komplexiert und eine
Anregung im UV-Bereich ermdglicht. Die Emissionsintensitat ist dabei proportional zur DNA-
Menge. Als Marker wurden HyperLadder™ 1kb (Bioline GmbH, Luckenwalde, Deutschland)
und Ready Ladder™ 50 bp (VWR, Darmstadt, Deutschland) verwendet.
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2.4.4 Differentielle Transkriptomanalyse

Mit Hilfe der differentiellen Transkriptomanalyse sollte das Genexpressionsverhalten zwischen
der mesophilen und niedrigen Wachstumstemperatur der betrachteten Modellorganismen
untersucht werden. Hierbei konnte festgestellt werden, ob eine kontrollierte Regulation der
verdachtigen lipophilen Verbindungen, im Rahmen der vermuteten Fettsaure-unabhangigen
Kélteadaptation, auf genomischer Ebene erfolgt. Dies geschah in Zusammenarbeit mit dem
Max Planck Genome Centre (MPGC) in Koln. Flr die Sequenzierung wurde eine lllumina
basierte Next Generation Sequencing (NGS) Methode verwendet. Es wurden je
Modellorganismus ein entsprechendes Lebensmittel-assoziiertes Isolat (L. monocytogenes
FFH, P. glucanolyticus J12, S. xylosus J70, M. luteus J3) ausgewahlt. Hierfir wurden die
Genome der genannten Stdmme sequenziert und als Kartierungsgrundlage fur das Transkriptom

verwendet.

2.4.4.1 DNA- und RNA-Extraktion

Fur die DNA-Extraktion wurden die entsprechenden Stdmme im Einfachansatz bei 30 °C bis
zu einer ODeg2snm ~1 inkubiert. Die gesamte DNA wurde mit Hilfe des Qiagen DNeasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben isoliert und ein RNAse-
Verdau durchgefthrt. Hierfir wurde nach der enzymatischen Zelllyse 20 pl RNAse A (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) hinzugegeben und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurden 25 ul Proteinase K (Qiagen, Hilden, Deutschland) und 200 pl Puffer AL
zugegeben und entsprechend der weiteren Protokollschritte verfahren. Die genomische DNA
wurde auf ein 1-%-iges Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt. Hierdurch konnte die Reinheit
der DNA (Uberprift werden. Anschlielend erfolgte eine DNA Quantifizierung mittels
Plattenlesegerats (Abschnitt 2.4.1).

Die RNA-Extraktion fur die anschlielende Transkriptomanalyse wurde in einem biologischen
Dreifachansatz bei mesophilen sowie kalten Temperaturbedingungen durchgefuhrt. Die
Zellanzucht hierflr erfolgte entsprechend Abschnitt 2.1.1.2. Die Zellernte erfolgte durch
Zentrifugation von 10 ml Zellsuspension in 30 ml Zentrifugenbecher bei der entsprechenden
Wachstumstemperatur, nachdem die spét-exponentielle Wachstumsphase erreicht worden ist.
Das Zellpellet wurde in 500 pl steriler Ringerlosung resuspendiert und mit 1 ml RNAprotect-
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Bacteria Reagenz (Qiagen, Hilden, Deutschland) zur mRNA Stabilisation versehen. Hierfir
wurde die Suspension fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde die
Zellsuspension wieder pelletiert (Zentrifugation bei 5000 x g fiir 10 min) und konnte bei -20 °C
(bis zu zwei Wochen) und -80 °C (bis zu vier Wochen) gelagert werden. In dieser Arbeit wurden
die Zellpellets fur die RNA-Extraktion maximal tber Nacht bei -80 °C gelagert. Im néchsten
Schritt erfolgte die Resuspension der Zellpellets in 20 pl Proteinase K (Qiagen, Hilden,
Deutschland) und 200 ul TE-Puffer (pH 8,0, autoklaviert; VWR, Darmstadt, Deutschland)
versehen mit Lysozym (400 kU) beziehungsweise Lysostaphin (2,7 kU). Fur die eigentliche
Extraktion wurde das RNeasy Protect Bacteria Mini Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland) nach
den Herstellerangaben verwendet. Die Elution erfolgte in zwei Schritten mit jeweils 30 pl
Nuklease-freiem Wasser (Sigma-Aldrich W4502; Darmstadt, Deutschland). Hierdurch wurde,
auf Kosten der RNA-Konzentration, eine gréfiere RNA-Ausbeute ermdglicht. Der vollstandige
DNAse-Verdau wurde mit Hilfe eines Agarosegels (Abschnitt 2.4.3) durch den Einsatz von 2 pul
des Eluats kontrolliert. Die RNA-Qualitat wurde dabei anhand folgender Parameter beurteilt:
keine genomische DNA im Eluat, einem Intensitatsverhéltnis der 23S/16S-Fragmente von ~2
und keiner starken Schlierenbildung unterhalb der 16S Bande. Die RNA-Konzentration wurde
analog zur DNA mit Hilfe des Plattenlesegerates bestimmt (Abschnitt 2.4.1). Die
Qualitatsbestimmung der extrahierten RNA erfolgte mit Hilfe eines Agarosegels. Fir die
Auftrennung wurde circa 100 ng RNA eingesetzt und das Probenvolumen entsprechend

gewabhlt.

2.4.4.2 Differentielle Genexpressionsanalyse

Fur die Kartierung der transkribierten Gene wurde eine Genomsequenz flr die Stamme
L. monocytogenes FFH, P. glucanolyticus J12, S. xylosus J70 und M. luteus J3 erstellt. Die
gesamte DNA wurde wie unter Abschnitt 2.4.4.1 beschrieben, isoliert. Die
Genomsequenzierung wurde mit einem Illumina HiSeq3000-Plattform Sequenzierer (Illumina,
San Diego, USA) durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der Bibliothek wurde NEB Next Ultra 11
DNA Library Kit for Illumina (New England Biolabs) verwendet. Fragmente mit einer
Leseldnge von 150 bp wurden von beiden Enden her (paired end) sequenziert, was zu einem
Minimum von 3,3*10° Reads fiihrte (entspricht 1,00 Gigabasen). Die Messwerte wurden auf
ausreichende Qualitéat Gberprift und die Adapter mit FLEXBAR (DobDT et al., 2012) getrimmt.

Die Assemblierung der Genome wurde mit SPAdes-3.6.2 (BANKEVICH et al., 2012)
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durchgefuhrt und mit Quast (GUREVICH et al., 2013) bewertet. Die Coverage der assemblierten
Contigs wurde mit der Software bbmap als Teil der BBTools Suite (BBMap - Bushnell B. -
sourceforge.net/projects/ bbmap/) berechnet. Uberlappungen und Ahnlichkeiten der Contigs
mit einer Grofle > 500 bp wurden mit Gepard (KRUMSIEK et al., 2007) Uberpruft. Fur die
Genvorhersage und -annotation wurde der RAST-Server (Rapid Annotation using subsequent
technology; Aziz et al., 2008) oder GO-Server (GeneOntology; ASHBURNER et al., 2000; GENE

ONTOLOGY CONSORTIUM, 2018) verwendet.

Fur Genexpressionsanalysen wurden Zellen bei 6 oder 10 °C und 30 oder 37 °C kultiviert. Die
Zellen wurden im spaten exponentiellen Stadium gewonnen und mit RNAprotect-Bacteria
vermischt, um die RNA zu stabilisieren. Die gesamte RNA wurde wie unter Abschnitt 2.4.4.1
beschrieben, extrahiert und mindestens 1 ug an das MPGC geschickt. Der Versand erfolgte
gekuhlt auf Trockeneis. Dort wurde eine rRNA-Depletion durchgefiihrt, um die hohen Mengen
an rRNA zu entfernen und die Konzentration der kodierenden RNA zu maximieren. Fragmente
mit einer Leseldnge von 150 bp wurden von beiden Seiten mit einem Illumina HiSeq3000
sequenziert, was zu einer Mindestanzahl von 5.000.000 Reads fihrte (entspricht 1,50
Gigabasen). Fiir den Stamm S. xylosus J70 wurde das Alignment der mMRNA-Reads mit Bowtie
(LANGMEAD et al., 2009) und TopHat2 (Kim et al., 2013) durchgefiihrt. Die Anzahl der Reads
wurde mit der Software HTSeg-count (ANDERS et al., 2015) berechnet. Anschlielend wurden
die mMRNA-Reads mit der EdgeR-Software (ROBINSON et al., 2010, MCCARTHY et al., 2012)
auf die zuvor erstellte Genomanordnung abgebildet. Differentielle Genexpressionen wurden
mit EdgeR unter Verwendung der Standardeinstellungen des Programms berechnet. Fir eine
EdgeR-Analyse wird die Datenstruktur basierend auf einem negativen Binomialmodell mit
Normalisierungsfaktoren und Streuwerten analysiert, um die Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten. Fur die restlichen Stamme wurden diese Schritte mit der Software RNASeq
analysis der CLC Genomics Workbench (Qiagen Bioinformatics, Hilden, Deutschland) und
Differential expression for RNA-seq durchgefiihrt. Die Berechnungen basierten auf der Gen-
Coverage, den statistischen Parametern p-Wert, False Discovery Rate (FDR) und Bonferroni-
Wert. Die unterschiedlich exprimierten Gene wurden entsprechend ihrer Bedeutung in Chi-
Quadrat-Tests und mindestens 2-facher Expressionsédnderung ausgewahlt. Die automatischen
Annotationen wurden zusatzlich mit Hilfe der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Datenbank (Kegg.jp; KANEHISA & GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2019) und NCBI Blastp und
Blastn Analysen (ALTSCHUL et al., 1990; GIsH & STATES, 1993) verifiziert und falls n6tig naher

spezifiziert.
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2.4.5 Average Nucleotide Identity (ANI) Analyse

Die generierten Genome wurden weiterhin flr eine weitere Speziesverifikation mittels einer
ANI-Analyse mit den entsprechenden Referenz- und Typstammen verwendet. Die
durchschnittliche Nukleotididentitat (Average Nucleotide Identity) ist eine bioinformatische
Analyse um Artengrenzen von Bakterien und Archden zu bestimmen. Fir die
Identitatsberechnung werden die Genomsequenzern fragmentiert und anschlielend die
Nukleotidsequenz und Ausrichtung verglichen. Fur die ANI Genom-Vergleichsmessung wurde
ein Schwellenwert fiir die Artengrenze bei 95 bis 96 % vorgeschlagen (Goris et al., 2007; Kim
etal., 2014).

Die ANI Analyse erfolgte auf einer Online-Plattform (https://www.ezbiocloud.net; YooN et al.,
2017). Unter der Tools-Rubrik wurde der angefuihrte ANI Calculator verwendet, wobei die zwei
zu vergleichenden Genomsequenzen im Fasta-Dateiformat vorlagen. Die entsprechenden
Vergleichsgenome wurden der 6ffentlich zuganglichen Genom-Datenbank GenBank®

entnommen (BENSON et al., 2013).

2.5 Statistische Auswertung

In der Regel wurden fur alle Experimente Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten
berechnet. Fehlerbalken stellen die entsprechende Standardabweichung dar. Die in den
Abbildung 17 und Abbildung 20 dargestellten Linien stellen eine lineare Anpassung der Daten
dar. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test bestatigt. Die
Korrelation wurde mit dem Pearson Produkt-Moment Korrelationstest analysiert.
Gegebenenfalls wurden Signifikanztests durchgefuhrt. Fir den Vergleich von zwei Gruppen
wurde der beidseitige t-Test verwendet. Die Auswertung der Daten mit mehr als zwei Gruppen
erfolgte mittels ANOVA (p <0,05), gefolgt von einem Post-Hoc-Test fir den paarweisen
Mittelwertvergleich (Fisher LSD-Test, p <0,05). Die statistische Auswertung erfolgte mit
OriginPro 8G (OriginLab).
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Die Untersuchung der beiden lipophilen Verbindungen erfolgte anhand von vier Modell-
Organismen, wobei jeweils zwei Spezies mit dem Fokus auf isoprenoide Chinone oder
Carotinoide getestet worden sind. Aufgrund der verschiedenen Strategien, die sich bei der
Nutzung von isoprenoiden Chinonen und Carotinoiden gezeigt haben, wurden die Ergebnisse
dieser Arbeit zur besseren Verknlpfung Spezies-spezifisch gegliedert und dargestellt. In den
Abschnitten 3.1 sowie 3.2 werden die Modellorganismen L. monocytogenes sowie
P. glucanolyticus mit dem Fokus auf isoprenoide Chinone aufgefihrt. In den Abschnitten 3.3

und 3.4 folgen die Spezies S. xylosus sowie M. luteus mit dem Schwerpunkt auf Carotinoiden.

3.1 Auswirkung der Fettsaure-unabhdingigen Membranmodifikation in
Listeria monocytogenes bei niedrigen Temperaturen

Fur die Untersuchung von L. monocytogenes standen 10 verschiedene Stamme zur Verfugung
(Abschnitt 2.1.1). Insbesondere durch die Vielzahl an verschiedenen Lebensmittelisolaten
konnten mehrere Auspragungen der Fettsaureanpassung an verschiedene Temperaturen erfasst
werden. Daraus ergab sich Dbereits ein Hinweis, dass weitere potentielle

Anpassungsmechanismen vorhanden sein konnten, um diese Differenzen auszugleichen.

3.1.1 Wachstumsverlauf der 10 untersuchten L. monocytogenes Staimme

Zu Beginn der Arbeit wurde das Wachstum aller verwendeten Stamme bei 37 °C und 6 °C
dokumentiert. Diese Erfassung der Wachstumsparameter diente zu einer ersten Beurteilung des
KélteadaptationsausmafRes der 10 verschiedenen L. monocytogenes Stdmme. Die Anzucht
erfolgte wie unter Abschnitt 2.1.1.2 beschrieben in einem Hefeextrakt supplementiertem
Komplexmedium (HTB). Die Daten fiir die Wachstumsverldufe werden nach der Temperatur
unterteilt in den Abbildung 9 und 10 dargestellt. Bei 37 °C Wachstumstemperatur zeigten alle
Stamme, bis auf Stamm DSM 206007, ein sehr dhnliches Wachstumsverhalten auf (Abb. 9).
Nach der Inokulation zeigte sich ein gleichmaRiges Wachstum. Lag-Phasen waren nicht
vorhanden. Die maximale Wachstumsrate fiir diese Stamme lag bei circa 1,0 h™* und entsprach

einer Verdopplungszeit von ungeféhr 0,7 h (Tab. 6). Eine ODg25nm von 1 (In OD = 0) wurde
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bereits nach vier Stunden erreicht und markierte den Erntezeitpunkt fur alle nachfolgenden
Versuche. Nach finf Stunden ging das Wachstum in die stationére Phase iber, wobei maximale
ODé25nm ~ 3 (In OD62s nm ~ 1,1) erreicht wurden. Der Typstamm DSM20600" zeigte nach der
Inokulation eine deutliche Lag-Phase von circa 1,5 h auf. Daraufhin beschleunigte sich das
Wachstum bis zum Zeitpunkt 5 h, bei dem eine maximale Wachstumsrate von 0,75 h™* und
Vordopplungszeit von ~ 0,9 h gemessen werden konnte. Der Erntezeitpunkt (ODe2s nm 1) wurde
nach circa einer Stunde erreicht. Der maximale Zellertrag war vergleichbar mit den restlichen

Stammen.

—+—FFL1 —C—FFL11 ——Is0 11/13 —~—1B ——3B
FF 127 FF 141 ——DSM 20266' —O—ATCC 19115 —A—FFH

-4 Vi

T T 1T I T 7ZA 7T T 7
e 1 2 3 4. 5.6 7. B 9 - 9 25 30

Zeit (h)
Abbildung 9: Wachstumsverlauf der L. monocytogenes Stamme bei 37 °C Wachstumstemperatur in
HTB-Medium. Dargestellt als natirlicher Logarithmus der ODe2s nm aufgetragen gegen die Zeit in h.
Unterbrochene x-Achse zwischen 10-20 h. Daten stellen einen Mittelwert dar (n =3 biologische
Replikate). Fehlerbalken reprédsentieren die Standardabweichung.

Die Inkubation bei 6 °C brachte auf den ersten Blick ein heterogenes Wachstumsverhalten
hervor (Abb. 10), das in verschiedenen Erntezeitpunkten resultierte. Je nach Stamm wurde die
Ziel-ODeg25nm 1 (In ODs25 nm = 0) nach etwa 60 h, 80 h, 100 h oder 120 h erreicht. Die Steigung
der Wachstumskurven hingegen erschien als stark kongruent und legte den Schluss nahe, dass
die Wachstumsunterschiede von dem Ausmal} der Lag-Phase abhdngig waren. Die Stamme
FFL 1, FFL 11, Iso 11/13, 1B, 3B und FFH zeigten keine Lag-Phase auf. Die konstante
Wachstumsrate beginnend vom Inokulationszeitpunkt bis In(ODs2s5nm) = 1, resultierte in den
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frihesten Erntezeitpunkten von circa 60 h. Bei den weiteren Stammen resultierte die
einhergehende Temperaturreduktion, von 30 auf 6 °C, bei der Inokulation der Hauptkulturen
(Abschnitt 2.1.1.2) in einer Lag-Phase. Der Stamm ATCC 19115 wies eine Lag-Phase von
ungefahr 20 h auf und konnte nach 80 h geerntet werden. Entsprechendes Verhalten war bei
den Stammen FF 127 und FF 141 mit einer Lag-Phase von 30 h und Stamm DSM 20600" mit
der langsten Lag-Phase von 40-50 h zu beobachten. Diese Annahme konnte mit der Berechnung
der beiden Wachstumsparameter bestétigt werden (Tab. 6). Die Wachstumsraten aller Stamme
zeigten einen Wert von circa 0,05 h', wobei kein statistisch signifikanter Unterschied vorlag.
Daraus resultierten Verdopplungszeiten zwischen 13,4h und 155h. Die niedrige
Inkubationstemperatur hatte bei den Lebensmittelisolaten eine maximale ODe2snm ~ 4 zur

Folge, was einer 30-%-igen Zunahme im Vergleich zum Wachstum bei 37 °C entsprach.

—{—FFL1 —C—FFL11 ——FFL1 —/—18B ——3B
FF 127 —FF 141 —C—DSM 20266' —O—ATCC19115 —A—FFH

625 nm)

LN(OD

0 50 100 150 Z(IJO 250
Zeit (h)
Abbildung 10: Wachstumsverlauf der L. monocytogenes Stimme bei 6°C Wachstumstemperatur in
HTB-Medium. Dargestellt als natirlicher Logarithmus der ODe2s nm, aufgetragen gegen die Zeit in h.
Daten stellen einen Mittelwert dar (n =3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.

Im Gegensatz zur Anzucht bei 37 °C zeigte der Typstamm DSM 20600 bei niedrigen
Temperaturen keinen signifikanten Unterschied bezuglich der Wachstumsrate und
Verdopplungszeit auf. Schlussfolgernd konnte gezeigt werden, dass bis auf eine Ausnahme

(Stamm DSM 206007 bei 37 °C), alle untersuchten Stamme nahezu identische Wachstumsraten
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und somit Verdopplungszeiten, bei der entsprechenden Wachstumstemperatur von 37 oder
6 °C, erreichten. Hierdurch konnten keine divergierten Anpassungspotentiale an mesophile
oder niedrige Temperaturen abgeleitet werden. Das einzige Unterscheidungsmerkmal bildete
die Dauer der Lag-Phase, welche insbesondere bei 6 °C zu unterschiedlichen Erntezeitpunkten
flhrte.

Tabelle 6: Wachstumsraten und Verdopplungszeiten der L. monocytogenes Stamme. Unterteilt nach
den Wachstumstemperaturen von 37 °C und 6 °C im HTB-Medium. Wachstumsraten bei 6 °C der
einzelnen Stamme zeigten keinen statistisch signifikanten (p < 0,05) Unterschied auf (ANOVA-Test).
Daten stellen Mittelwerte dar (n=3 biologische Replikate). Das #*-Zeichen reprasentiert die
Standardabweichung.

37°C 6°C
Stamm Wachstumsrate Verdopplungszeit Wachstumsrate Verdopplungszeit
(h™) (h) (h™) (h)
FFL1 1,03 £ 0,07 0,67 + 0,05 0,051 + 0,001 13,6 +0,3
FLL 11 1,04 + 0,07 0,67 £0,04 0,051 + 0,004 136+1,1
ATCC 19115 0,99 + 0,07 0,71+0,05 0,051 + 0,002 13,6 +0,5
DSM 20600" 0,75+ 0,08 ** 0,93 +0,03 0,048 + 0,009 14,8+2,8
Iso11/13 1,00 £ 0,02 0,70+0,01 0,051 £ 0,003 13,6 £0,8
1B 1,00 £ 0,02 0,69 + 0,02 0,051 + 0,001 13,6 +0,3
3B 1,01 £0,02 0,69 +0,02 0,051 £ 0,001 13,6 £0,3
FFH 1,02 £ 0,06 0,68 + 0,04 0,052 £ 0,003 13,3+0,5
FF 127 1,02 £ 0,06 0,68 + 0,04 0,046 + 0,007 153+24
FF 141 1,01 +0,07 0,69 + 0,02 0,045 + 0,008 15,6 £2,8

** nach ANOVA-Test ist die Wachstumsrate des Stamms DSM 206007 statistisch signifikant

unterschiedlich zu den restlichen Stdmmen bei 37 °C (p < 0,01).

3.1.2 Bestimmung der L. monocytogenes Serovargruppen

Zur Feststellung einer

moglichen Serovar-abhangigen Korrelation der

Fettsauren-

unabhangigen Kélteanpassung bei L. monocytogenes wurden die verwendeten Stdmme mittels
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einer Multiplex-PCR in distinkte Serovargruppen unterteilt. Die verwendeten Primer wurden
der Veroffentlichung von DoumITH et al. (2004a) entnommen. Die Multiplex-PCR wurde, wie
unter Abschnitt 2.4.2.1 beschrieben, durchgefiihrt. Die in der Publikation genannte Annealing-
Temperatur von 53 °C hatte eine Vielzahl zuséatzlicher unspezifischer Fragmente zur Folge
(Abb. 11). Entsprechend der Temperaturgradienten-PCR wurde eine Anlagerungstemperatur
von 59 °C fur die nachfolgenden Ansétze verwendet, um die Anzahl der unspezifischen
Fragmente zu reduzieren. Hierbei zeigte sich ein gutes Verhéltnis von erwartetem Amplifikat

und einer geringen Anzahl an unspezifischen Produkten (Abb. 11).

M 1 2 3 4 5

1000 bp
800 bp

600 bp

400 bp

200 bp

Abbildung 11: Temperaturgradienten-PCR mit verschiedenen Anlagerungstemperaturen der
L. monocytogenes Serovarbestimmung. M = Marker; 1=53,1°C; 2=55,0°C;
3=56,6"°C; 4=58,7°C; 5=59,1°C. Genomische DNA des Stammes FFL11 wurde als Template
verwendet. Die zwei spezifischen Banden bei circa 380 bp und 700 bp entsprachen den zu erwartenden
Genzielen prs mit 370 bp und Imo0737 mit 691 bp (DOUMITH et al., 2004a).

Die Abbildung 12 zeigt die amplifizierten Banden der untersuchten L. monocytogenes Stamme.
Dabei wurden zwei Kombinationen der amplifizierten Banden fur alle untersuchten Stdimme
detektiert. Bei den Stammen FF 141, FF 127, ATCC 19115 und FFH (nicht gezeigt) wurden
drei Banden bei circa 600 bp, 450 bp und 380 bp amplifiziert (Abb. 12A). Das entspricht den
Genzielen ORF2110 (597 bp), ORF2819 (471 bp) und dem Gen prs (370 bp). Mit dieser

Genkombination konnten diese Stamme der Gruppe 1.1 mit den Serovaren 4b, 4d, 4e
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zugeordnet werden. Bei den restlichen Stammen DSM 206007, FFL 1, FFL 11, 1B, 3B und
Iso 11/13 wurden zwei spezifische Banden mit den Fragmentgrdf3en von circa 370 bp und
700 bp amplifiziert (Abb. 12A, B). Das entspricht den Genzielen prs (370 bp) und Imo0737
(691 bp) und konnte somit der Gruppe 1.1 mit den Serovaren 1/2a und 3a zugeordnet werden.
Bei einer Untersuchung von 5000 L. monocytogenes Isolaten aus Lebensmitteln und Patienten
zeigte sich, dass mindestens 98 % der Isolate den Serovaren 1/2a, 1/2b, 1/2c und 4b zugeordnet
werden konnten. Folglich konnten die restlichen Serovare nur selten in Lebensmittelproben
detektiert werden. Vor diesem Hintergrund konnten wir davon ausgehen, dass es sich bei
unseren getesteten Stdammen hochstwahrscheinlich um die Serovare 1/2a und 4b handeln
wirde. Fir die beiden Stamme DSM 20600" (1/2a) und ATCC 19115 (4b) konnten die hier

bestimmten Serovare Uber die entsprechenden Stammsammlungen bestétigt werden.

A M1 2 3 4 5| B M6 7 8 9

1000 bp
800 bp

1000 bp
800 bp

600 bp 600 bp

400 bp 400 bp

200 bp 200 bp

Abbildung 12: Multiplex-PCR zur Serovarbestimmung der untersuchten L. monocytogenes
Stamme. Die vier spezifischen Banden bei circa 380 bp, 480 bp, 600 bp und 700 bp entsprachen den
zu erwartenden Genzielen prs mit 370 bp, ORF2819 mit 471 bp, ORF2110 mit 597 bp und Imo0737
mit 691 bp. M=Marker; 1=FF141; 2=FF127; 3=DSM 20600"; 4 =ATCC19115; 5=FFL1;

6=FFL11;7=3B;8=1s011/13; 9 = 1B.
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3.1.3  Fettsaureanalyse und das AusmaR der Fettsaure-abhangigen Kalteanpassung in
L. monocytogenes

Der erste Schritt zur Erfassung einer potentiellen Fettsaure-unabhéngigen Membran-
modifikation zur Kélteanpassung bestand darin, das Ausmal} der bekannten homeoviskosen
Adaptation als einen Basis- beziehungsweise Referenzwert zu bestimmen. Hierzu wurden mit
Hilfe der sauren Methanolyse die Fettsauren vom Glyceringrundgerist abgespalten, methyliert
und anschlieBend mittels GC-MS identifiziert sowie quantifiziert (Abschnitt 2.2.1). Die
Fettsaure-Distribution wurde dann fur die beiden verwendeten Wachstumstemperaturen
erstellt. Anhand dieser Profile war es moglich das Ausmal} der Fettsduremodifikation an die

niedrige Wachstumstemperatur zu bestimmen.

Fettsaureprofile der 10 L. monocytogenes Stamme wurden bei 37 °C und 6 °C Wachstums-
temperatur in der spat-exponentiellen Wachstumsphase analysiert. Fettsaureprofile unter
Angabe der einzelnen prozentualen Werte sowie den entsprechenden WAMT-Werten sind in
der Tabelle 7 aufgelistet. Zusatzliche Balkendiagramme wurden zur besseren Darstellung der
unterschiedlichen Fettsaurezusammensetzung (mit einem Mindestanteil von 1 %) der einzelnen
Stamme bei 37 °C (Abb. 13) und 6 °C (Abb. 14) Wachstumstemperatur erstellt. Wie anhand
der verschiedenen Darstellungen zu entnehmen ist, handelte es sich bei den dominierenden
Fetts&uren bei allen Isolaten und Referenzstdmmen um 15:0 iso, 15:0 anteiso und 17:0 anteiso.
Die Schmelztemperaturen fiir diese Fettsduren liegen nach KNOTHE & DuNN (2009) bei
51,4 °C, 24,1 °C und 37,1 °C. Diese drei verzweigt-kettigen Fettsduren stellten bei beiden
Wachstumstemperaturen mindestens 90 % der gesamten Fettsduren dar. Die Abbildung 13
zeigt die prozentuale Verteilung der detektierten FAMESs bei 37 °C Wachstumstemperatur. In
Ubereinstimmung zur Literatur wurden zwei Hauptfettsiuren, 15:0 anteiso und 17:0 anteiso
gemessen, deren Abundanz bei circa 40-60 % lag (ANNOuUS et al., 1997; MASTRONICOLIS et al.,
1998). Mit einer durchschnittlichen Haufigkeit von ungefahr 10 % wurde die Fettsaure 15:0 iso
detektiert. Bei den restlichen Fettsduren handelte es sich hauptséchlich um gradkettige und
verzweigte Acylketten mit 16 und 17 C-Atomen (16:0, 16.0 iso und 17:0 iso). Hierbei zeigten
sich bereits Unterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen in ihrem Verhaltnis zwischen den
Hauptfettsauren 15:0 anteiso und 17:0 anteiso. Verglichen mit den jeweiligen Fettsdureprofilen
bei 6 °C, tendierte das Verhaltnis der Hauptfettsduren bei den Stdmmen ATCC 19115, FFH und
DSM 206007 bei 37 °C schon in Richtung einer Anpassung an niedrige Temperaturen.
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Abbildung 13: FAME-Profile bei 37 °C Wachstumstemperatur der untersuchten L. monocytogenes
Stimme in HTB-Medium. Farbliche Kodierung der Stamme anhand der Stadrke ihrer
Fettsdureanpassung. Grau = Starke Ausprdgung der Fettsdureanpassung (Gruppe A); Orange =
Schwache Auspragung der Fettsdureanpassung (Gruppe B); Griin = Intermediare Fettsdureanpassung.
Iso = Acylkette mit einer Methyl-Verzweigung am vorletzten C-Atom; ai (anteiso) = Acylkette mit einer
Methyl-Verzweigung am vorvorletzten C-Atom. Daten stellen Mittelwerte dar (n =3 biologische
Replikate). Fehlerbalken reprédsentieren die Standardabweichung.

Bei einer Wachstumstemperatur von 6 °C konnte die bekannte Fettsdure-abhangige
Kélteadaptation (ANNOUS et al., 1997) von L. monocytogenes fur alle untersuchten Stamme
beobachtet werden (Abb. 14). Hierbei kam es zu einer starken Verschiebung innerhalb der
beiden Hauptfettsauren, wobei sich im Schnitt der Anteil von 15:0 anteiso auf 80 % erhéhte
und die zweite Hauptfettsdure (17:0 anteiso) sich auf 10 % oder niedriger verringerte.
Weiterhin liel} sich bei den Geringen-Fettsauren eine VVerschiebung von Fettsauren mit 16 und
17 C-Atomen zu den kirzeren Fettsduren 14:0 und 14:0 iso mit nur 14 C-Atomen erkennen.
Somit erfolgte die Fettsdureanpassung an niedrige Temperaturen durch die vermehrte
Inkorporation von kirzeren Fettsauren und der Verschiebung von iso-verzweigten Fettsauren
zu anteiso-verzweigten Fettsduren. Beide Anpassungsmechanismen resultieren in der
Verwendung von Fettsduren mit geringeren Schmelztemperaturen (Tab. 2). Trotz der geringen
Unterschiede zwischen den Stdmmen in der Auspragung der Fettsdure-abhéngigen Adaptation
an niedrige Temperaturen (Abb. 14) schien die Fettséureverschiebung bei allen Stdmmen

substantiell zu sein, sodass eine mogliche Differenzierung nicht trivial erschien.
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Tabelle 7: FAME-Zusammensetzung der L. monocytogenes Staimme in Abhdngigkeit der Wachstumstemperatur. Temperaturanpassungen
werden als gewichtete durchschnittliche Schmelztemperaturen (WAMT) der entsprechenden Profile dargestellt. Hohe Delta-WAMT-Werte
korrelieren mit einer starken Fettsdureantwort auf niedrige Temperaturen, geringe Werte auf eine schwache Kalteantwort. Gruppe A Stamme
(schwarz), Gruppe B Stamme (rot), intermediare Stamme (grin) farblich markiert. Daten stellen einen Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate).
Das *-Zeichen stellt die Standardabweichung dar.

Wachstumstemperatur

Stamm Iso 11/13 1B 3B FFL 11 FFL1
FAME (%) 6°C 37°C 6°C 37°C 6°C 37°C 6°C 37°C 6°C 37°C
14:0iso 0,7+0,1 04%0,1 | 09+0,3 0,2+0,0 | 0,7+0,1 n.d. 07+03 08+0,1 | 0,7+0,1 0,3%0,1
14:0 04+0,1 03%01 | 03+0,1 0,1+0,0 | 0,2+0,0 n.d. 0,1+0,1 n.d. 0,2+0,0 n.d.
15:0 iso 47+08 7,1%+1,3 | 46+0,8 65%0,2 | 3,9+0,2 57%0,7 | 3,4+1,1 62+19 | 43+£03 59%0,5
15:0 anteiso 90,1+2,9 40,9+1,2 [ 929+1,7 469+19 | 945+0,4 49,1+22|93,7+2,8 498+6,8 | 92,1405 49,4+1,5
16:0 iso 04+02 3408 | 02+0,0 3,0+03 | 02+0,0 2,7+06 | 03+0,0 3,4%14 | 03+0,0 3,1%0,2
16:0 0,2+0,0 2,0+0,6 n.d. 1,3%0,1 n.d. 0,9+0,3 n.d. 1,4+0,8 n.d. 1,2+0,1
17:0iso n.d. 3,3+0,5 n.d. 2,3+0,4 n.d. 1,5+0,6 n.d. 1,7+1,2 n.d. 1,5+0,1
17:0 anteiso 35+1,9 42,6+30| 1,0+0,4 390+1,0| 0,7+0,2 398+1,3| 1,9+2,1 361+1,3 | 2,5+0,5 38,4+1,7
WAMT (°C) 26,4 35,2 25,9 33,3 25,6 32.7 25,7 32,8 25,9 32,9
AWAMT (°C) 8,8 7,4 7,1 7,1 7,0

n.d. = nicht detektiert
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Tabelle 7 fortgesetzt:

Wachstumstemperatur

Stamm FF 127 FF 141 FFH ATCC 19115 DSM 206007
FAME (%) 6°C 37°C 6°C 37°C 6°C 37°C 6°C 37°C 6°C 37°C
14:0 iso 06+00 02+00 | 06+02 02%00 | 09+0,1 n.d. 0,7+0,1 n.d. 2,1£0,6 n.d.
14:0 1,410,0 n.d. 1,3%0,3 n.d. 0,1£0,1 n.d. 1,310, n.d. 1,0+0,4 n.d.
15:0 iso 63+0,1 77+03 | 73+11 7,7+06 | 11,4+20 6505 | 7604 50%08 | 105+1,1 2,2%0,2
15:0 anteiso 84,3402 50,1+06 | 853+1,1 520%3,1 | 839+0,6 59,4+10,1| 786+54 ©583+71 | 792+0,3 70,8%7,3
16:0 iso 04+00 29+02 | 01+00 27%07 | 03+01 1,8%06 | 05+02 06+02 | 09+0,1 0,8%0,0
16:0 04+0,1 12%02 | 02+0,1 0,810, n.d. 06+0,1 | 0703 04%01 | 02+00 0,300
17:0iso n.d. 1,9+0,1 n.d. 1,6+0,5 n.d. 1,2+04 | 02+01 09+02 | 0,1£0,0 n.d.
17:0 anteiso 68t02 362+08 | 56+09 352+11 | 29+14 312+85 | 100+4,6 350+72 | 56+03 266%6,5
WAMT (°C) 27,7 33,3 27,6 32,8 27,9 31,4 28,5 30,8 28,1 29,9
AWAMT (°C) 5,6 5,2 3,5 2,3 1,8

n.d. = nicht detektiert
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Abbildung 14: FAME-Profile bei 6 °C Wachstumstemperatur der untersuchten L. monocytogenes
Stamme in HTB-Medium. Farbliche Kodierung der Stamme anhand der Starke ihrer
Fettsdureanpassung. Grau = Starke Ausprdagung der Fettsdureanpassung (Gruppe A); Orange =
Schwache Auspragung der Fettsdureanpassung (Gruppe B); Griin = Intermediare Fettsaureanpassung.
Iso = Acylkette mit einer Methyl-Verzweigung am vorletzten C-Atom; ai (anteiso) = Acylkette mit einer
Methyl-Verzweigung am vorvorletzten C-Atom. Daten stellen Mittelwerte dar (n =3 biologische
Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Eine Abhilfe schuf das hier etablierte WAMT-System (Tab. 7). In dieser Arbeit wurde eine
Methode ausgearbeitet, bei der flr jedes Fettsureprofil eine gewichtete mittlere
Schmelztemperatur berechnet wurde (englisch: weighted average melting temperature,
Formel 3). Folglich konnte fiir jeden Stamm der AWAMT-Wert anhand der WAMT-Werte fur
37 °C und 6 °C berechnet werden, um somit die Fettsaureanpassung mdoglichst objektiv zu
quantifizieren. Hohe AWAMT-Werte entsprechen einer stark ausgepragten Fettsaureanpassung
und niedrige Werte einer entsprechend geringen Adaptation. Bei der Berechnung der AWAMT-
Werte wurden deutliche Unterschiede der Fettsdure-abhangigen Kalteadaptation sichtbar,
anhand derer eine Klassifizierung moglich wurde. Die temperaturabhéngige Modifikation der
FAME-Profile ergab zwei verschiedene Gruppen von Stdammen. Die meisten Isolate (FFL 1,
FFL 11, 1B, 3B und 1Is011/13) zeigten eine ausgepragte Verdnderung der
Fettsdurezusammensetzung, resultierend in einem AWAMT > 7 °C. Diese Stdmme wurden der
Gruppe A zugeordnet. Die Stimme DSM 206007, ATCC 19115 und FFH hatten einen
AWAMT <4 °C. Dies war auf eine weniger ausgepragte Fettsaureanpassung von 37 °C auf 6 °C
zurickzufiihren. Die Stdimme wurden daraufhin der Gruppe B zugeordnet. Die Isolate FF 127
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3 Ergebnisse

und FF 141 zeigten eine intermedidre Fettsdureanpassung mit einem AWAMT-Wert von etwa
5°C.

Fur alle Stdimme galt, dass die Temperaturanpassung auf der Regulation der Acylkettenlange
der Fettsauren basierte, hierbei Gberwiegend auf der Verschiebung der Anteile an 15:0 anteiso
und 17:0 anteiso. Fir Isolate der Gruppe B war diese Anderung deutlich weniger stark zwischen
den beiden Temperaturen ausgeprégt (Tab. 7, Abb. 14). Der Fettsauregehalt der Zellen &nderte

sich nicht bei den unterschiedlichen Temperaturen (Daten nicht gezeigt).

3.1.4 Quantitative Bestimmung des isoprenoiden Chinongehaltes in L. monocytogenes

Wie zuvor genannt, bestand der Verdacht bei der Spezies L. monocytogenes, dass eine
Fettsédure-unabhéngige Membranmodifikation durch eine erhdhte Einlagerung der lipophilen
Verbindung von isoprenoiden Chinonen erfolgen konnte (Abschnitt 1.5). Fur die Extraktion
wurde eine modifizierte Methode von Hu et al. (1999) etabliert. Dabei stand eine vollstandige
Chinonextraktion, gute Reproduzierbarkeit und geringe Verluste im Vordergrund (Abschnitt
2.2.2).
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Abbildung 15: Absorptionsspektren der Menachinonpeaks der getesteten L. monocytogenes
Stamme. Zur besser sichtbaren Darstellung wurden die Absorptionsspektren auf zwei Subdiagramme
aufgeteilt.

Fir alle getesteten L. monocytogenes Stdmme konnte bei beiden untersuchten
Wachstumstemperaturen jeweils nur ein Peak detektiert werden. Die detektierten
Absorptionsspektren aller Peaks entsprachen dem typischen Absorptionsmuster von
Menachinonen mit den Peaks bei 248 nm, einem Doppelpeak bei 261 nm und 270 nm sowie
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einem breiten Peak bei circa 325 nm (Abb. 15; CoLLINS & JONES, 1981). Die genauere
Bestimmung der Menachinone erfolgte anhand der relativen Retentionszeit im Vergleich zum
verwendeten Vitamin Ki Standard (RT =4,9 min) und einer Liste entsprechend normierter
Retentionszeiten (RT) verschiedener Chinone. Bei allen Stammen wurde ein Peak bei circa
6,7 min detektiert. Dies entsprach einer relativen RT von 1,4 womit dieser Peak als MK-7
identifiziert werden konnte. Andere Minorkomponenten wie MK-6 und MK-5, die fir

L. monocytogenes (CoLLINS et al., 1979) beschrieben sind, konnten nicht detektiert werden.

Die L. monocytogenes Stamme FFL 1, FFL 11, Iso 11/13, 1B und 3B zeigten einen MK-7
Gehalt von etwa 100 nmol/gzeinargewicht bei 37 °C Wachstumstemperatur. Die Stamme FF 127
und FF 141 zeigten einen hoheren Menachinongehalt von circa 150 nmol/gzeinargewicht bei
37 °C. Nach der Kultivierung bei 6 °C reduzierte sich die Menachinonkonzentration dieser
Stamme im Bereich von 15-30 %. Obwohl die Stimme DSM 20600", ATCC 19115 und FFH
einen &hnliches Menachinon-Niveau von 100 bis 150 nmol/gzeiinasgewicht besallen, duBerte sich
die Reaktion auf eine niedrige Wachstumstemperatur signifikant unterschiedlich. Diese drei
Stamme zeigten einen deutlichen Anstieg der Menachinonkonzentration bei 6 °C
Wachstumstemperatur. Der Menachinongehalt stieg um 33 % fir Stamm DSM 206007, um
20 % fir den Stamm ATCC 19115 und um 60 % fur den Stamm FFH (Abb. 16).
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Abbildung 16: Menachinonkonzentration (nmol/gzeiinasgewicnt) der verschiedenen L. monocytogenes
Stamme in HTB. Gruppe A Stdmme mit einer starken Fettsdureanpassung. Gruppe B Stamme mit
dem schwéachsten AusmaR der Fettsdureanpassung an niedrige Temperaturen. In grau dargestellt
die Menachinongehalter der 37 °C inkubierten Kulturen und in weil8 der 6 °C inkubierten Kulturen.
Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren
die Standardabweichung.
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Diese abweichende Reaktion der Stdmme entsprach der Differenzierung der Stdmme in die
Gruppen A und B basierend auf den temperaturabhéngigen Fettsauremodifikationen. Isolate
der Gruppe A zeigten einen Rickgang der Menachinonkonzentration bei niedriger
Wachstumstemperatur, wahrend Stdmme der Gruppe B die kontrare Reaktion aufwiesen. In
Abbildung 17 wurde der Menachinongehalt bei 6 °C Wachstumstemperatur gegen die
AWAMT-Werte, als ein Mal} der Fettsdure-abhangigen Kalteadaptation, der einzelnen Stamme
aufgetragen. Hierbei konnte visuell ein linearer Zusammenhang der beiden Parameter erkannt
werden, welcher durch das R2 von 0,88 der linearen Regressionsanalyse bestatigt wurde. Eine
Korrelationsanalyse zeigte eine signifikante (r =-0,99, p <0,01) Beziehung zwischen dem
Aulmall der Fettsureprofilanpassung und dem Menachinongehalt unter niedrigen

Temperaturen.
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Abbildung 17: Korrelation des MK-7-Gehalts bei 6 °C Wachstumstemperatur und der Differenz der
WAMT-Werte bei beiden Wachstumstemperaturen. AWAMT-Werte stellen ein MalR der
Kilteanpassung lber die Anderung der Fettsdurezusammensetzung dar. Rote Gerade stellt die lineare
Regressionslinie der aufgetragenen Punkte dar. Die Pearson Produkt-Moment-Korrelation betragt r = -
0,99, p < 0,01. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.
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3.1.5 Bestimmung der Zellmembraneigenschaften, Membranordnung und -fluiditat in
L. monocytogenes

Im ndchsten Schritt wurden Sonden-abhangige Fluoreszenzmessungen genutzt um direkte
Aussagen uber die biophysikalischen Parameter der Zellmembran tatigen zu konnen. Hiermit
sollten potentielle Unterschiede in der Charakteristik der Zellmembran aufgrund der
verschiedenen Auspragungen der Kélteanpassung der untersuchten L. monocytogenes Stamme
aufgedeckt werden. Unter der Verwendung von zwei verschiedenen Sonden und
Messmethoden konnten zwei separate Membraneigenschaften gemessen werden (Abschnitt
1.4). Die Fluoreszenzmessungen erfolgten nach der Methode unter Abschnitt 2.3.
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Abbildung 18: Laurdan GP-Werte aller untersuchten L. monocytogenes Stamme. Stimme mit hohem
(rot), intermedidarem (griin) und geringem (schwarz) Menachinongehalt wurden farblich kodiert.
Messung erfolgte mit 6 °C Kulturen im spaten exponentiellen Bereich. Die dargestellten Daten stellen
einen Mittelwert dar (n=3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.

Die Ergebnisse der Laurdan GP-Messung werden fur alle Stdimme in der Abbildung 18
dargestellt. Diese Daten zeigten einen deutlichen Unterschied zwischen den Stdmmen mit
hohem Menachinongehalt und solchen mit niedrigen Menachinonkonzentrationen. Die Stdmme

FFL 1, FFL 11, 1B, 3B und Iso 11/13 (schwarze Linien) wiesen eine nahezu lineare Beziehung
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zwischen den GP-Werten im Bereich von 0,5 bis 0,0 und den Messtemperaturen im Bereich
von 6 °C bis 60 °C auf. Die Stamme mit hohem Menachinongehalt DSM 206007, ATCC 19115
und FFH (rote Linien) zeigten eine deutlich geringere Steigung, insbesondere bei Temperaturen
uber 30 °C im Vergleich zu den restlichen Isolaten. Die GP-Werte fiir diese Werte reduzierten
sich Uber den gesamten Messbereich nur von 0,52 bis 0,3. Dies resultierte in einer héheren
Membranordnung bei den hoch chinonhaltigen Stammen DSM 206007, ATCC 19115 und FFH
im Messbereich von 30-60 °C. Fur die Stamme FF 127 und FF 141 (grune Linien) wurde, im
Vergleich zu den Stammen der Gruppe A und Gruppe B, eine intermediare Anderung der

Membranordnung gemessen.
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Abbildung 19: Anisotropie Verldufe der untersuchten L. monocytogenes Stamme. (A) TMA-DPH-
Werte der Stdmme DSM 20600T, ATCC 19115, FFL 11, 1B und 3B (48 mM Phosphatpuffer, pH 7,4) bei
6 °C Wachstumstemperatur. (B) TMA-DPH-Werte der Stamme FFL 1, Iso 11/13, FFH, FF 127 und FF 141
(48 mM Phosphatpuffer, pH7,4) bei 6°C Wachstumstemperatur. Stimme mit hohem (rot),
intermedidarem (griin) und niedrigem (schwarz) Menachinongehalt sind farblich kodiert. Die Stamme
wurden in zwei Unterdiagramme aufgeteilt, um die Lesbarkeit der einzelnen Graphen zu verbessern.
Messwerte stellen Mittelwerte dar (n =3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprdsentieren die
Standardabweichung.

Die laterale Diffusion oder Membranfluiditat wurde durch die Fluoreszenzanisotropie unter der
Verwendung der TMA-DPH Sonde analysiert. Zur besseren Lesbarkeit der Daten wurden die
Anisotropieverlaufe der 10 Stamme auf zwei Subgrafiken verteilt (Abb. 19). Die Daten dieser
Grafik zeigten eine vergleichbare Anisotropie-Temperatur-Beziehung fir alle Stamme mit
einem niedrigen Menachinongehalt bei 6 °C Wachstumstemperatur (Stdmme FFL 1, FFL 11,
1B, 3B und Iso 11/13). Diese Stamme zeigten eine negative Korrelation zwischen Anisotropie
und der Messtemperatur. Dabei sank die Anisotropie von einem Wert von 0,26 bei 6 °C auf
einen Wert von 0,20 bei 50 °C. Nur bei dem Stamm Iso 11/13 konnte ein konstanter
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Anisotropiewert von 0,2 ab 30 °C Messtemperatur gemessen werden und wies damit auf einen
vollstandigen Phasentibergang der Membran in den fluiden Zustand hin (Abb. 19B). Stamme
der Gruppe B zeichneten sich durch eine Zunahme des Menachinongehaltes unter kalten
Wachstumsbedingungen aus. Diese Stamme zeigten eine konstantere Membranfluiditat,
sichtbar durch den geringen Einfluss der Temperatur auf die Anisotropieanderung. Mit anderen
Worten war, im Vergleich zu den Stdmmen der Gruppe A, der Phasenlbergang dieser
Membranen deutlich verbreitert worden. Diese Tatsache resultierte in einer signifikant héheren
Membranfluiditét (entspricht einer niedrigeren Anisotropie) im Vergleich zu den Stammen mit
geringerem Menachinongehalt. Dieser Effekt war bei allen drei Stdammen der Gruppe B zu
erkennen, besonders stark ausgepragt aber in den Stammen FFH und DSM 20600". Diese
Stamme besafen einen Anisotropiewert von 0,24 (DSM 20600") beziehungsweise 0,22 (FFH)
bei 6°C Messtemperatur. Aufgrund der bereits zuvor genannten Verbreiterung des
Phasentibergangs, besalen diese Stamme einen recht konstanten Anisotropie- oder
Fluiditatsverlauf Uber den gesamten analysierten Temperaturbereich. Die Folge war eine
Stabilisation der Anisotropie bei héheren Messtemperaturen einhergehend mit einer geringeren

Lipidmotilitat im Vergleich zu den Stdammen mit niedrigem Menachinongehalt (Abb. 19A, B).

Analog zu der Korrelationsanalyse des Menachinongehaltes und der Auspragung der Fettsaure-
abhangigen Kalteadaptation (Abb. 17) wurde eine mdgliche Korrelation zwischen dem
Menachinongehalt und der Anderung der Membranparameter tiber den Messbereich analysiert
(Abb. 20). Dabei ist zu erkennen, dass fur beide Membranparameter ein deutlicher
Zusammenhang mit der Menachinonkonzentration gegeben war. Fir den Zusammenhang von
Laurdan-GP und dem Menachinongehalt konnte eine signifikante negative Korrelation (r = -
0,94, p < 0,01) Uber den gemessenen Temperaturbereich nachgewiesen werden. Daraus konnte
geschlussfolgert werden, dass die Membranen durch héhere Konzentrationen an isoprenoiden
Chinonen im Schnitt eine starker geordnetere Membran aufweisen. Fiir den Zusammenhang
von TMA-DPH Anisotropie und dem Menachinongehalt ergab sich ein identischer
Zusammenhang. Die Daten zeigten eine signifikante, streng negative Pearson-Produkt-
Moment-Korrelation (r =-0,95, p <0,01). Zusammengefasst verdeutlichten die Ergebnisse,
dass Stdmme mit einem hoheren Menachinongehalt zwar im Schnitt eine hohere
Membranordnung aufwiesen, aber die Membranfluiditdt bei niedrigen Temperaturen
signifikant verbessert wurde und tber einen grolen Temperaturbereich im optimalen Bereich
vorlag. Die Daten aus Abbildung 20 bestatigen ebenfalls das intermedidre Verhalten der
Stdmme FF 127 und FF 141 fur die GP- und Anisotropie-Analysen.
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Abbildung 20: Korrelation des MK-Gehaltes und der Anderung der Membranordnung sowie- fluiditit
in L. monocytogenes bei 6 °C Wachstumstemperatur. Anderung der Membranordnung dargestellt als
Differenz der Laurdan GP-Werte bei 6°C und 60°C Messtemperatur (A). Anderung der
Membranfluiditdt dargestellt als Differenz der Ganzzell-Anisotropie bei 10°C und 50 °C
Messtemperatur (B). Rote Gerade stellt die lineare Regressionslinie der aufgetragenen Datenpunkte
dar. Die Pearson-Produkt-Moment-Korrelation betrdgt r=-0,94, p<0,01 fir A und
r=-0,95, p < 0,01 fur B. Messwerte stellen Mittelwerte dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken

reprasentieren die Standardabweichung.

3.1.6  Bestimmung der Zellfitness bei niedrigen Temperaturen

Ein mehrstufiger Gefrier-Auftau-Stresstest sollte eine mogliche Methode zur Feststellung der
Kélteresistenz darstellen. Hierfir wurden die Zellen im spéat-exponentiellen Bereich
(ODes2s5 nm ~ 1) mittels Zentrifugation geerntet und anschlieRend gewaschen. Im néchsten Schritt
wurden dezimale Verdinnungsreihen erstellt und ausplattiert (Abschnitt 2.1.3). Die Gefrier-
Auftau-Zyklen zeigten einen unterschiedlichen Effekt auf die verschiedenen L. monocytogenes
Stamme (Abb. 21). Alle Lebensmittelisolate zeigten nach drei Gefrier-Auftau-Zyklen keine
oder nur eine minimale (bis zu Log 0,4) Reduktion der Lebendzellzahl. Im Gegensatz dazu
zeigten die beiden Stamme aus einer Kultursammlung DSM 206007 und ATCC 19115 eine
deutlich héhere Reduktion der Lebendzellzahl bereits nach dem ersten Gefrier-Auftau-Schritt
(Log 1,0). Die Reduktion der Lebendzellzahl nahm mit jedem weiteren Zyklus stetig ab, sodass
nach dem dritten Gefrier-Auftau-Schritt eine Reduktion von drei Log-Stufen stattgefunden

hatte.
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Abbildung 21: Gefrier-Auftau Stresstest der L. monocytogenes Stamme. Logarithmische Reduktion
der Lebendzellzahl der getesteten Stamme nach 1 (weiR), 2 (hellgrau) und 3 (grau) Gefrier-Auftau-
Zyklen (je 24 h). Daten stellen Mittelwerte dar (n=3 biologische Replikate). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.

3.1.7 Differentielle Transkriptomanalyse der Kdlteanpassung von L. monocytogenes FFH

Mit den zuvor genannten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass es bei einigen
L. monocytogenes Stdmmen zu einem Anstieg des Menachinongehaltes bei 6 °C
Wachstumstemperatur im Vergleich zu 37 °C kam. Daraus resultierte eine starke Korrelation
zwischen der Fettsaure-abhdngigen Kalteadaptation und dem Menachinongehalt, wobei eine
starke Fettsdureverschiebung mit niedrigen Menachinonkonzentrationen einherging und
umgekehrt (Abschnitt 3.1.4). Die RNA Extraktion und Aufreinigung erfolgte mit Hilfe eines
entsprechenden  RNA-Extraktion-Kits ~ (Abschnitt  2.4.4.1). Die  differentielle
Transkriptomanalyse wurde auf das zuvor erstellte Genom gemappt und die relative x-fache
Anderung (englisch fold-change) mit entsprechenden Kennzahlen berechnet (Abschnitt
2.4.4.2).

Im Fall von L. monocytogenes FFH konnte das Genom aus 15 Contigs (>= 500 bp) assembliert
werden und resultierte in einer GesamtgrofRe von 2.888.143 bp. Der GC-Gehalt lag bei 37,9 %.
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Das grofite Contig war 1.223.693 bp grof3, wobei von 28 Contigs 11 Contigs grofier als 1000 bp
waren und alle weiteren Contigs eine Mindestgrofie von 50000 bp aufwiesen. Das Genom
wurde bei der DNA-Sequenzdatenbank GenBank hochgeladen. (GenBank WGS Accession
Number: VXLE00000000). Der SPAdes Assembler sagte insgesamt 2805 einzigartige Gene
voraus, wobei davon 2556 eine Mindestgrofie von 300 bp, 357 Gene eine Mindestgrofie von
1500 bp und 36 Gene eine Mindestgrofie von 3000 bp besalien. Im n&chsten Schritt wurden die
RNA-Extrakte sequenziert, analysiert und auf die Gene des zuvor erstellten Genoms gemappt.
Die Annotation erfolgte mit Hilfe des RAST Servers (Abschnitt 2.4.4.2). Die Rohdaten der
MRNA-Sequenzierung wurden an das NCBI Sequence Read Archive (SRA) mit der
Zugangsnummer (PRINA565874) ubermittelt.

Nach Abschluss der differentiellen Transkriptomanalyse wurden insgesamt 2821 einmalige
Gene beziehungsweise Reads identifiziert. Die in situ Reaktion von L. monocytogenes FFH auf
die niedrige Wachstumstemperatur im Vergleich zur 37 °C Inkubation &uRerte sich in 616
signifikant herunterregulierten Genen und 359 hochregulierten Genen (<2 fold change).
Folglich zeigten 1846 Gene keine signifikante Anderung ihrer Expressionsrate bei Anderung
der Wachstumstemperatur. Relevante Gene fir die Untersuchung von L. monocytogenes sind
in der Tabelle 8 dargestellt. Flr die Menachinonsynthese wurden neun Gene, die Proteine des
entsprechenden Synthesewegs kodieren, identifiziert. Dabei handelte es sich zum einen um ein
zusammenhangendes men-Operon mit den sechs Genen menABDEFH (Gen-ID 6 bis 11). Zum
anderen wurden die einzeln lokalisierten Gene menG (Gen-I1D 2403), menX (Gen-I1D 2583) und
menC (Gen-ID 2650) vorgefunden. Die Expression der Gene menA, menF und menC war mit
einem fold change von 1,3 bis 1,5 zwar leicht starker exprimiert, aber nicht relevant héher. Im
Gegensatz zu den restlichen Genen waren die Gene menE und menG bei 37 °C leicht starker
exprimiert. Im Ganzen fand keine relevante Anderung der Expression statt. Die einzelnen
Funktionen der entsprechenden Gene konnen der Tabelle 8 entnommen werden. Eine
signifikante Zunahme der Expression konnte fur die MK-7 spezifische Heptaprenyl-
Diphosphat-Synthase (2-fache Steigerung) detektiert werden. Als Indikatoren fur kalte
Wachstumsbedingungen konnten die Expressionssteigerungen des Kalteschock-Protein A
(CspA) sowie insgesamt Uber 30 Flagellen-assoziierte Gene kodierend, zum Beispiel fir
Proteine der Flagellenbiosynthese gefunden werden. Diese Flagellen-assoziierten Gene
gehdrten zu den am stérksten induzierten Genen bei niedrigen Temperaturen. Die Flagellen-
Biosyntheseproteine FliR, FliQ, FliP (Gen-1D 992-994) zeigten im Durchschnitt eine 12-fache
Zunahme der Expression bei niedrigen Temperaturen. Das cspA-Gen wurde 3,7-fach starker
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exprimiert. Einen weiteren Indikator sollten Gene assoziiert mit der Aufnahme oder Synthese
von kompatiblen Soluten darstellen. In der Literatur sind hier hauptsachlich Carnitin sowie
Betain genannt (WEMEKAMP-KAMPHUIS et al., 2004). Es wurden mehrere entsprechende Gene
der Synthese und des Transportes gefunden und verifiziert. In dem Stamm FFH konnte jedoch
keine relevante Expressionsédnderung vorgefunden werden. Das Wachstum bei 37 °C konnte
anhand der reduzierten Expressionsraten des actA-Gens bei niedrigen Temperaturen verifiziert
werden. Das fur den Aktin-Aufbau relevante Gen wurde bei 37 °C 90-fach stérker exprimiert.
Eine korrekte Analyse konnte zusétzlich anhand der Expressionsmuster von housekeeping-
Genen beurteilt werden. Dabei handelt es sich um Gene basaler Funktionen, wie zum Beispiel
die Replikation der DNA, die in der Regel gleich stark induziert sind (RocHA et al., 2015). In
diesem Fall eigneten sich am besten die Gene gyrA, gyrB und secA. Diese zeigten keine
Anderung (im Schnitt 1,0-fache Anderung der Expression) bei den unterschiedlichen

Temperaturbedingungen.

Tabelle 8: Auswahl an differentiell exprimierten Genen von L. monocytogenes FFH. Anderungen der
Expressionsrate von relevanten Kalte-spezifischen Genen bei der Temperaturabsenkung von 30 °C auf
10 °C. Die Transkriptomanalyse erfolgte im Dreifachansatz.

Gen_ID Gen Funktion Fold change

Temperaturverifikation
(Flagellen assoziierte Gene, Cold Shock Gene, Aktin-assozierte Gene)

321 cpsA Kalteschockprotein A (CspA) 3,7

992 fliR Flagellares Biosyntheseprotein FliR 11,2
993 fliQ Flagellares Biosyntheseprotein FliQ 12,7
994 fliP Flagellares Biosyntheseprotein FliP 13,2
1238 actA Actin-Assemblierung induzierendes Protein ActA -89,5

Menachinonbiosynthese

6 menA 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat-polyprenyltransferase 1,3

7 menF Menachinon-spezifische Isochorismatsynthase 1,3

3 menD 2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexene-1- 12
carboxylat Synthase

9 menH 2-Succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1-carboxylat 12

Synthase
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Tabelle 8 fortgefiihrt:

Gen_ID Gen Funktion Fold change
10 menB Naphthoatsynthase 1,1
11 menE O-Succinylbenzoat-CoA Ligase -1,4
1664+1665 ;'ye:tt;apsr::‘f I?iphos'ohate 2,0
2403 menG 2-Heptaprenyl-1,4-naphthoquinone Methyltransferase -1,1
2583 menX Menachinonbiosynthese bezogenes Protein MenX 1,2
2650 menC O-Succinylbenzoatsynthase 1,5
Referenzgene (housekeeping-Gene)
1091 secA Protein-Export Cytoplasmaprotein 1,0
1437 gyrA DNA Gyraseuntereinheit A -1,1
1438 gyrB DNA Gyraseuntereinheit B -1,0

3.1.8 Moaodifikation des Menachinongehaltes in den L. monocytogenes Stammen
DSM 20600" und FFH

Die hohe Anzahl an getesteten L. monocytogenes Stdmmen erlaubte es verschieden stark
ausgepragte Fettséure-abhéngige Kélteadaptationen zu detektieren und diese mittels des neu
etablierten AWAMT-Wertes zu quantifizieren. AnschlieRend wurden Stdmme mit einer starken
Fettsaureanpassung in Gruppe A eingeordnet und Stamme mit einer schwachen Fettséure-
abhéngigen Adaptation in Gruppe B (Abschnitt 3.1.3). Diese Einteilung konnte fir die
untersuchten Stdmme auch beziglich ihres Menachinongehaltes Ubernommen werden
(Abschnitt 3.1.4). Gruppe A Stdmme zeichneten sich durch eine niedrige Konzentration aus im
Gegensatz zu den Gruppe B Stdmmen, die eine hohe Konzentration aufwiesen. Nachdem die
Sonden-abhangigen  Fluoreszenzmessungen  Unterschiede in  den  untersuchten
Membranparametern gezeigt haben, konnte man in diesem Fall von einer zusétzlichen
Fettsdure-unabhdngigen Kalteadaptation der Membran ausgehen (Abschnitt 3.1.5). Um
auszuschliel3en, dass andere Zellvorgénge, die bei einer niedrigen Temperatur auftreten und

maoglicherweise ebenfalls die Membraneigenschaften
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beeinflussen, wurde nach einem Weg geschaut, um die Auswirkung der Menachinone zu
verifizieren. Zu Beginn sollte der Gehalt an isoprenoiden Chinonen durch eine Supplementation
mit Vitamin Ky erhoht werden. Wie unter Abschnitt 3.2.7 ausfuhrlicher beschrieben, konnte
keine Vitamin K Supplementation ohne den Einsatz eines Emulgators erfolgen. Beim Einsatz
von Ethanol wurden die Membraneigenschaften deutlich von diesem Losemittel beeinflusst und
die Fluiditét stark erhoht. Aber auch die Verwendung von DMSO zeigte diesen Effekt und

konnte nicht verwendet werden.

Um nun den Einfluss der Menachinonkonzentration auf die Membranfluiditat sowie -ordnung
zu bestétigen, wurde eine Rickkopplungs-basierte Inhibition der Menachinonsynthese wie von
TSUKAMOTO et al. (2001) fiir Bacillus subtilis beschrieben, durchgefiihrt. Dabei wurde die
Feedback-Inhibition der Menachinonsynthese durch die Supplementierung mit drei
aromatischen Aminosauren, L-Phenylalanin, L-Tryptophan und L-Tyrosin, bewerkstelligt. Die
Grundlage fur diese Interaktion stellt der gemeinsame Syntheseweg des Chinonriickgrats und
der aromatischen Aminoséduren Uber den Shikimat-Syntheseweg dar. Liegt dabei eine hohe
Konzentration der aromatischen Aminoséuren vor, wird die Synthese der aromatischen
Aminoséuren durch eine negative Rickkopplung inhibiert. Gleichzeitig sinkt die Syntheserate
flir das Chinonrtickgrat, sodass es zu einer Reduktion des Menachinongehaltes kommt. In dieser
Arbeit wurden die beiden Stamme FFH und DSM 206007 aufgrund des hohen
Menachinongehaltes fur eine Hemmung der Menachinonsynthese ausgewéhlt und
entsprechend Abschnitt 2.1.1 mit aromatischen Aminoséuren supplementiert. Die in Abbildung
22 dargestellten Daten zeigen die Reduktion des Menachinonkonzentration in den
L. monocytogenes Stammen FFH und DSM 206007 bei 6 °C und 37 °C Wachstumstemperatur.
Wie erwartet, sank der Menachinongehalt in beiden Stimmen nach der Supplementierung mit
aromatischen Aminoséuren bei beiden Wachstumstemperaturen um etwa 30 bis 40 %. Als
Negativkontrolle wurden die nicht aromatischen Aminosduren L-Alanin, L-Cystein und L-
Serin in denselben Konzentrationen in einem separaten Kontrollansatz zugegeben. Die
Auswahl dieser Kontroll-Aminosauren wurde aufgrund der &hnlichen Polaritaten zu L-Tyrosin,
L-Tryptophan und L-Phenylalanin gewéhlt. Bei den Negativkontrollen konnte kein Riickgang

der Menachinonkonzentration festgestellt werden (Abb. 22).
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Abbildung 22: Auswirkung der Supplementation mit aromatischen Aminosduren in
L. monocytogenes DSM 20600" und FFH. WeiR, ohne Supplementation. Hellgrau, Zugabe von je
180 mg/I L-Phenylalanin, L-Tryptophan und L-Tyrosin. Grau, Zugabe von je 180 mg/| L-Alanin, L-Cystein
und L-Serine. Daten stellen Mittelwerte dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren
die Standardabweichung.

Der verminderte Gehalt an Menachinon zeigte einen signifikanten Einfluss auf die
Membranfluiditat, gemessen mittels TMA-DPH Anisotropie. Die in Abbildung 23 dargestellten
Daten veranschaulichen den Einfluss des Menachinongehaltes auf die Lipidmobilitdt in
Abhéngigkeit von der Temperatur. In beiden Stdimmen fiihrte der gesunkene Menachinongehalt
zu einer geringeren Membranfluiditat bei niedrigen Temperaturen (< 20 °C), wahrend bei
héheren Temperaturen (> 20 °C) eine héhere Membranfluiditat, im Vergleich zu einem
unsupplementierten Ansatz, beobachtet werden konnte. Dadurch verkleinerte sich der
Phasentibergang in den Ansédtzen mit reduziertem Menachinongehalt und wurde durch die
grolere negative Steigung der Kurvenverldufe verdeutlicht. Dieser Effekt trat bei beiden
Wachstumstemperaturen 6 °C und 37 °C auf. Die Anisotropieverlaufe der Kontrollansatze
zeigten einen identischen Verlauf zu den nicht supplementierten Ansétzen und haben somit
einen Einfluss der zugesetzten Aminosauren auf die Membranfluiditat ausgeschlossen (Abb.
23). Das deutete darauf hin, dass die Veranderung der Membranfluiditat auf die Verédnderung
der Menachinonkonzentration zuriickzufuhren ist. Als weitere Kontrolle wurde das FAME-
Profil der mit aromatischen Aminoséuren supplementierten Ansatze bestimmt. Es zeigte sich

keine Verénderung des Fettséureprofils (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 23: Auswirkung der Supplementation mit aromatischen Aminosduren auf die
Membranfluiditit, gemessen anhand der TMA-DPH Anisotropie (150 mM KCI-Lésung, pH 7,0), in den
L. monocytogenes Stimmen FFH und DSM 20600". Diagramme A (6 °C) und B (37 °C) zeigen die
Anisotropieverldufe fir den Stamm FHH bei den entsprechenden Wachstumstemperaturen.
Diagramme C (6 °C) und D (37 °C) zeigen die Anisotropieverldufe fir den Stamm DSM 20600" bei den
entsprechenden Wachstumstemperaturen. Geschlossenes Quadrat, ohne Supplementation.
Geschlossenes Dreieck, Supplementation mit je 180 mg/| L-Phenylalanin, L-Tryptophan und L-Tyrosin.
Offenes Dreieck, Supplementation mit je 180 mg/l L-Alanin, L-Cystein und L-Serine. Daten stellen
Mittelwerte dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.2 Auswirkung der Fettsdure-unabhangigen Membranmodifikation in
Paenibacillus glucanolyticus bei niedrigen Temperaturen

Aufbauend auf den Erkenntnissen der Menachinon-modifizierten Kélteanpassung in den zuvor

beschriebenen Listeria-Stdammen, sollte diese Fettsaure-unabhéngige Membranmodifikation
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ebenfalls in P. glucanolyticus J12 untersucht werden. Als Referenz fiir das Lebensmittelisolat
wurde der Typstamm DSM 51627 gewahlt und sollte gegebenenfalls Stamm-spezifische

Unterschiede aufzeigen.

3.2.1 Wachstumsverlauf der beiden untersuchten P. glucanolyticus Stamme

Fur die erste Einschatzung der Kélteanpassung und der gewahrleisteten Vergleichbarkeit aller
durchgefuhrten Messungen wurde der Wachstumsverlauf der beiden P. glucanolyticus Stamme
bei den beiden untersuchten Wachstumstemperaturen 30 °C und 10 °C bestimmt. Der
gemittelte Verlauf der jeweiligen Dreifachansatze ist arithmetisch in Abbildung 24 dargestellt.
Zur Bestimmung der maximalen Wachstumsraten und der Beurteilung der einzelnen

Wachstumsphasen wurde die halb-logarithmische Darstellung verwendet (Anhang 1).

—/—DSM 5162' 30°C —/—DSM 5162 10 °C
- 0=J1230°C - 0-J1210°C

100 120 140 160 180 200

Zeit (h)
Abbildung 24: Arithmetische Darstellung des Wachstumsverlaufs von P. glucanolyticus DSM 51627

und J12 bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur. Unterbrochene x-Achse zwischen 30-60 h.
Datenpunkte stellen Mittelwerte dar (n =3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprédsentieren die

Standardabweichung.

Das Wachstumsverhalten der beiden Stamme J12 und DSM 51627 zeigte bei beiden
Temperaturen eine starke Ubereinstimmung auf. Bei 30 °C war keine eindeutige Lag-Phase,
anhand des ersten einstiindigen Messfensters, zu erkennen (Anhang 1). Nach vier Stunden
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flachte die exponentielle Phase ab und ging in die stationédre Phase tber. Die Triibungsmessung
ergab eine maximale Zelldichte von ODe2s nm ~ 3 nach circa acht Stunden. Nach 24 h war eine
Reduktion der Zelldichte messbar. Maximale Wachstumsraten bei 30 °C waren mit 1,08 h™* fiir
Stamm DSM 51627 und 1,07 h'* fir Stamm J12 beinahe identisch. Das entsprach einer
Verdopplungszeit von circa 40 min. Die Reduktion der Temperatur auf 10 °C hatte eine
wesentliche Verringerung der Wachstumsraten zur Folge. Eine Lag-Phase konnte nicht
beobachtet werden, die exponentielle Phase flachte nach circa 80 h ab und ging nach 150 h in
die stationédre Phase (ber. Die maximale Zelldichte von ODesnm ~ 3,5 bei wurde nach circa
150 h erreicht und bedeutete eine 17-%-ige Steigerung des Zellertrages bei 10 °C gegentber
30 °C. Die niedrige Temperatur reduzierte die maximale Wachstumsrate auf 0,05 h'* (entspricht
einer Verdopplung alle 13 h) fur beide Stdmme und stellte somit eine 22-fache Reduktion zur
Wachstumsrate bei 30 °C dar (Tab. 9).

Tabelle 9: Wachstumsraten und Verdopplungszeiten der P. glucanolyticus Stamme. Unterteilt nach
den Wachstumstemperaturen von 30 °C und 10 °C im TSB-Medium. Daten stellen Mittelwerte dar
(n =3 biologische Replikate). Das t-Zeichen stellt die Standardabweichung dar. Dem zweiseitigen t-
Test nach, zeigten die beiden Stimme keinen statistisch signifikanten Unterschied bei der jeweiligen
Temperatur auf.

30°C 10°C
Stamm Wachstumsrate Verdopplungszeit Wachstumsrate Verdopplungszeit
(h™) (h) (h™) (h)
DSM 51627 1,08 + 0,05 0,64 £ 0,03 0,053 + 0,001 13,0+0,2
J12 1,07 £ 0,03 0,65 £ 0,02 0,052 + 0,001 13,4+0,3

3.2.2 Fettsaureanalyse und das AusmaB der Fettsdure-abhdngigen Kalteanpassung in
P. glucanolyticus

Wie zuvor bestand der erste Schritt in der Bestimmung der Fettsdureprofile bei beiden
untersuchten Wachstumstemperaturen, um damit eine Aussage tber das Ausmaf der Fettsaure-
abhangigen Kalteanpassung der Zellmembran treffen zu kdnnen (Abschnitt 2.2.1). Zusétzlich
wurde fur Stamm J12 die Fettsdurezusammensetzung im stationdren Bereich gemessen, da sich
im spateren Verlauf der Arbeit zeigte, dass eine Zunahme des Menachinongehaltes erst in
diesem Wachstumsbereich stattfand. Die jeweiligen FAME-Profile und berechneten WAMT-

Werte sind in der Tabelle 10 aufgelistet. Ein zusatzliches Sdulendiagramm der FAME-
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Distribution wurde erstellt, um die Fettsaureverschiebung, bedingt durch die Anderung der
Wachstumstemperatur, klarer und sichtbarer darzustellen (Abb. 25). Hierfur wurden nur

Fettsauren mit einem Mindestanteil von 1 % aufgetragen.
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Abbildung 25: FAME Distribution von P. glucanolyticus als Sdulendiagramm. Detektierte FAMEs mit
mindestens 1-%-Anteil der beiden Stdamme DSM5162" und J12 bei 30°C und 10°C
Wachstumstemperatur.  Zusatzliches FAME-Muster des Stamms J12 im  stationdren
Wachstumsbereich. Iso = Acylkette mit einer Methyl-Verzweigung am vorletzten C-Atom; ai (anteiso)
= Acylkette mit einer Methyl-Verzweigung am vorvorletzten C-Atom. Daten stellen Mittelwerte dar
(n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Konform zu den Wachstumsverlaufen und -raten zeigten sich bei den FAME-Profilen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden verschiedenen Stammen DSM 51627 und J12.
Die Hauptfettsduren bei 30 °C waren 15:0 anteiso mit ~60 % und 16:0 mit einem Anteil von
~20 %. Bei den Nebenfettsauren handelte es sich um 16:0 iso (~6 %) und 17:0 anteiso (~2 %).
Die restlichen Fettsduren besalRen einen Anteil von 1 % oder weniger. Mit der Reduktion der
Wachstumstemperatur auf 10°C zeigte sich eine distinkte Verschiebung der
Fettsdurezusammensetzung (Abb. 25). Ausgenommen hiervon war die am starksten vertretene
Fettsdure 15:0 anteiso, die bei beiden Temperaturen einen Anteil von circa 60 % einnahm. Der
dominierende Anpassungsmechanismus zeigte sich in der Einfihrung von Doppelbindungen,
sodass der entsprechende Anteil der geséttigten FS 16:0 in die korrespondierende, einfach
ungesattigte Fettsaure 16:1 cis 5 modifiziert wurde. Eine geringere Anpassung zeigte sich in
der Verwendung von kiirzeren Fettsauren. Die groRte Anderung konnte bei der zweiten
Hauptfettsdure beobachtet werden, die bei 10 °C, die ungesattigte Fettsdure 16:1 cis 5 mit

einem Anteil von ~20 % war. Der Anteil der entsprechenden gesattigten Fettsdure 16:0
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reduzierte sich auf ~5 %. Bei den Nebenfettsduren zeigte sich eine klare Verschiebung hin zu
den kurzkettigen Fettsauren 14:0 (5-8 %) und 14:0 iso (~2 %). Fur die Berechnung der WAMT-
Werte wurde eine Einschrankung in Kauf genommen. Literaturwerte flir die
Schmelztemperatur fir 16:1 cis5 wurden nicht vorgefunden. Folglich wurde mit einem
Naherungswert, dem bekannten Schmelzpunkt fir 16:1 cis 9, gerechnet. Fir beide Stamme
konnten somit &hnliche WAMT-Werte fir die entsprechenden Wachstumstemperaturen
berechnet werden (Tab. 10), sodass auch die AWAMT-Werte mit 11 °C fir DSM 51627 und
10 °C fur J12 auf ein gleichwertiges Ausmall der Fettsaure-abhéngigen Kalteanpassung

hindeuteten.

Tabelle 10: FAME-Verteilung von P. glucanolyticus. Detektierte FAMEs der beiden Stamme
DSM 51627 und J12 bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur. Zusatzliches FAME-Muster des Stamms
J12 im stationdren Wachstumsbereich. Daten stellen Mittelwerte dar (n = 3). Schmelztemperaturen
der einzelnen Fettsauren fir die Berechnung der WAMT-Werte wurden aus der Publikation von KNOTHE
& DUNN (2009) entnommen.

Wachstumstemperatur

Stamm DSM 51627 J12 J12 stationir
FAME (%) 10 °C 30°C 10 °C 30°C 10 °C 30°C
14:0 iso 2402 02+0,1 | 1,504 0,302 | 3,4+02 0,1+0,1
14:0 78+0,4 05+02 | 48+14 0,702 | 11,4+0,7 0,2+0,2
15:0 iso 25+0,2 1203 | 2805 1806 | 1,4%03 1,3%#0,3
15:0 anteiso 639+1,3 636%25 | 61,9+1,4 641+15 | 525+1,1 74292
16:0 iso 1,4+0,2 57+03 | 25+12 56+06 | 3,4+04 37%16
16:1 cis 5* 18,1+0,5 1,2+0,2 | 19,5#1,7 1,1+0,1 | 152+0,8 0,4+0,2
16:0 33+0,4 249+13 | 6018 22,1+1,4 | 120+0,8 17,5+4,6
17:0iso n.d. 0,3+0,2 n.d. n.d. 0,1+0,1 n.d.
17:0 anteiso 02+01 23+1,1 | 05+0,3 23206 | 0,4+02 15%0,3
WAMT (°C) 25,3 36,4 25,5 35,0 31,2 32,5
AWAMT (°C) 11,1 9,5 1,3

*Schmelztemperatur fiir 16:1 cis 5 in der Literatur nicht vorgefunden. Als Naherungswert wurde der
Schmelzpunkt von 16:1 cis 9 verwendet.

Die Verteilung der Fettsduren des Stammes J12 im stationdren Bereich zeigte sichtbare

Unterschiede zum spét-exponentiellen Bereich. Bei 30 °C &nderte sich die Verteilung der
77



3 Ergebnisse

Hauptfettsauren zu Gunsten von 15:0 anteiso auf ~75 %, wodurch sich der Anteil von 16:0 auf
18 % reduzierte. Die 10 °C Inkubation zeigte eine analoge Anpassung der Fettsduren zu den
zuvor beschriebenen spat-exponentiellen Proben. Im Gegensatz zu den 30 °C Proben verlagerte
sich der Anteil zu Gunsten von 16:0 (12 %) und hatte eine Reduktion der Hauptfettsdure
15:0 anteiso auf ~50 % zur Folge. Daraus resultierte eine leichte Abnahme des WAMT-Wertes
bei 30 °C von 35 °C auf 32,5 °C und ein deutlicher Anstieg der WAMT-Werte bei 10 °C von
25,5 °C auf 31,2 °C. Somit besal3en die stationdren Ansétze einen AWAMT-Wert von nur 1 °C
und deuteten somit auf ein geringeres Ausmal der Membranmodifikation tber die Fettsauren
hin. Eine quantitative Anderung des Fettsauregehalt bei den beiden Wachstumstemperaturen

konnte nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

3.2.3  Quantitative Bestimmung des isoprenoiden Chinongehaltes in P. glucanolyticus

Isoprenoide Chinone wurden, wie zuvor beschrieben, nach einer modifizierten Methode von
Hu et al. (1999) aus nassen Zellen extrahiert (Abschnitt 2.2.2). Das Augenmerk der
verwendeten Methode, hinsichtlich der quantitativen Analyse, lag auf einer moglichst

vollstandigen Extraktion mit einer zeitgleichen Minimierung der Verluste.
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Abbildung 26: Menachinonspektren und -gehalt in P. glucanolyticus. A: Darstellung der detektierten
Menachinonspektren der beiden P. glucanolyticus Stamme. B: Gesamtchinongehalt (nmol/gzelinaggewicht)
in den Stimmen DSM5162" und J12 im spat-exponentiellen sowie J12 im stationdren
Wachstumsbereich bei 30°C (grau) und 10 °C Wachstumstemperatur (weil). Daten stellen
Mittelwerte dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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Fir beide Stdmme konnte ein Gehalt von circa 150 nmol/gzeiinasgewicnt bestimmt werden
(Abb. 26). Die 10°C Inkubation hatte daraufhin eine 30-%-ige Reduktion des
Menachinongehaltes auf mittlere 110 nmol/gzeinasgewicht zur Folge. Diese Ergebnisse waren
widerspriichlich zu einer vorher gemessenen Erhéhung des Chinongehaltes bei niedrigen
Temperaturen des Stammes J12 (DeRICHS 2015). Der Vergleich der Wachstumsbedingungen
zeigte, dass bei DERICHS (2015) die Zellenernte erst in der stationdren Phase erfolgte. Folgend
wurden zusétzliche Messungen mit dem Stamm J12 im stationaren Bereich durchgefihrt. Die
Daten in Abbildung 26 zeigen fur Stamm J12 im stationdarem Bereich eine Verdoppelung des
Menachinongehaltes bei 10 °C auf 240 nmol/gzeiinargewicht im Vergleich zu den Ergebnissen des
exponentiellen Bereichs. Geerntet bei 30 °C im stationdrem Bereich zeigte sich eine geringe
Reduktion des Menachinongehaltes auf 120 nmol/gzeinargewicht. Bei allen Messungen bei 30 °C
sowie 10°C wurde neben dem ISTD (RT =4,87+0,06 min) nur ein weiterer Peak
(RTosm 51621 = 6,74 + 0,04 min; RTy2 =6,75 + 0,05 min) detektiert. Die Absorptionsspektren
sind in Abbildung 26A dargestellt. Diese waren fur die beiden Stdmme identisch und konnten
anhand der Peaks bei 248 nm, 261 nm, 270 nm und 325 nm als Menachinon klassifiziert
werden. Die relativen Retentionszeiten zum verwendeten Vitamin K; Standard ergaben fur
beide Stdmme eine RT-Ratio von 1,38, sodass Menachinon-7 (MK-7) als einziges isoprenoides

Chinon identifiziert werden konnte.

3.2.4 Bestimmung der Zellmembraneigenschaften, Membranordnung und -fluiditat in
P. glucanolyticus

Messung der biophysikalischen Parameter der Zellmembran erfolgte mit Hilfe der Sonden-
abhéangigen Fluoreszenzmessung (Abschnitt 2.3). Fur beide Stamme zeigten sich identische
GP-Werte fir die jeweilige Wachstumstemperatur (Abb. 27A). Auch die Reduktion der
Wachstumstemperatur auRerte sich in einer identischen Anderung des GP-Verlaufes. Die 30 °C
inkubierten Kulturen zeigten bei einer Messtemperatur von 5 °C und 10 °C hohe GP-Werte
zwischen 0,55-0,60. Die geringe Anderung der GP-Werte in diesem Temperaturbereich deutete
auf den beinahe kompletten Ubergang der Membran zur soliden-geordneten (So) Gel-artigen
Zellmembran hin. Mit zunehmender Messtemperatur verstérkte sich die Abnahme des GP-
Wertes, wobei ein Wendepunkt bei 30 °C erkennbar war. Bei 60 °C Messtemperatur wurde ein
mittlerer GP-Wert von -0,05 ermittelt. Die Reduktion der Wachstumstemperatur auf 10 °C hatte

eine Verschiebung des GP-Verlaufes hin zu niedrigeren Temperaturen (x-Achse) zur Folge.
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Bei 5 °C besalen die Zellen eine geringere Membranordnung, im Vergleich zu den 30 °C
inkubierten Kulturen, die sich in einem GP-Wert von circa 0,45 duRerte. Eine Abflachung war
in diesem Fall bei niedrigen Messtemperaturen nicht zu erkennen. Vergleichbar zu den 30 °C
inkubierten Proben nahmen mit steigender Messtemperatur die GP-Werte ab und implizierten
somit eine stetige Zunahme der Membranunordnung. Im Gegensatz zu den 30 °C Proben
konnte eine deutliche Abflachung der Kurve bei hohen Temperaturen zwischen 50 und 60 °C
beobachtet werden. Daraus konnte geschlossen werden, dass die angepasste Membran der
10 °C inkubierten Kulturen, aufgrund der niedrigeren Schmelztemperatur der Membran
(Abschnitt 3.2.2), einen beinahe vollstindigen Ubergang der Membran zum fluiden-
ungeordneten (Lq) Zustand erreichte. Analog zu den zuvor gezeigten Ergebnissen konnten auch
in diesem Fall keine Unterschiede zwischen den beiden verwendeten Stammen ausgemacht
werden. Aufgrund der &hnlichen Menachinonkonzentrationen in der exponentiellen
Wachstumsphase war dieser GP-Verlauf zu erwarten. Die leicht gesunkene Membranrigiditat

der 10 °C Kulturen war aufgrund der geénderten Fettsaureprofile ebenfalls zu erwarten.
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Abbildung 27: Laurdan-GP und TMA-DPH Messung von P. glucanolyticus. Bestimmung von Laurdan-
GP als ein MaR der Membranordnung und TMA-DPH als ein MalR der Membranfluiditat in den beiden
Stammen DSM 51627 und J12. Zellen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Daten
stellen Mittelwerte dar (n=3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.

Als zweiter Membranparameter wurde mit Hilfe der Sonde TMA-DPH die Motilitat der
einzelnen Lipide und somit die Membranfluiditat direkt gemessen (Abb. 27B). Auch hier zeigte

sich kein Unterschied zwischen den beiden untersuchten Stammen. Die 30 °C inkubierten
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Kulturen zeigten einen GP-Wert von ~0,27 bei 5 °C. Die zunehmende Messtemperatur duRerte
sich in einer stetigen Abnahme der Anisotropie bis 40 °C, wobei ein Wert von ~0,19 erreicht
wurde. Die weitere Erhéhung der Temperatur wirkte sich nicht mehr auf die Anisotropie aus.
Nach diesem Anisotropieverlauf erreichten die Kulturen die maximale Membranfluiditét bei
40 °C. Die starke Fettsdure-abhangige Kalteanpassung der 10 °C inkubierten Kulturen
(Abschnitt 3.2.2) resultierte in deutlich niedrigeren Anisotropiewerten von circa 0,24 und somit
einer deutlich besseren Membranfluiditat. Wie zuvor ging die Erhéhung der Messtemperatur
mit einer stetigen Abnahme der Anisotropie einher, wobei bereits ab einer Messtemperatur von

30 °C keine weitere Anisotropiereduktion mehr stattfand.
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Abbildung 28: TMA-DPH Messung von P. glucanolyticus J12 geerntet im stationdren
Wachstumsbereich. Bestimmung von TMA-DPH Anisotropie als ein Mal® der Membranfluiditat in dem
Stamm J12. Vergleichende Darstellung zwischen Zellen der exponentiellen und stationaren
Wachstumsphase. Daten stellen einen Mittelwert dar (n =3 biologische Replikate). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.

Weiterhin wurden Sonden-abhangige Fluoreszenzmessungen mit dem Stamm J12 in der
stationaren Wachstumsphase, bei dem ein erhdhter Menachinongehalt festgestellt wurde,
durchgefuhrt. Dabei wurden die Anisotropieverldufe zwischen der exponentiellen und
stationdren Phase gemacht, um die Auswirkung der erh6hten Menachinonkonzentration auf die
Membranfluiditat zu bestimmen. Die folgenden Kulturen wurden in einem Messbereich von

6 °C bis 50 °C gemessen (Abb. 28). Der Anisotropieverlauf der stationdren, 30 °C inkubierten
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Kulturen war beinahe identisch mit dem zuvor beschriebenen Verlauf der Zellen der
exponentiellen Wachstumsphase. Wobei die Anisotropiewerte bei den Proben der stationéren
Kulturen tendenziell geringer ausfielen im Vergleich zu den Kulturen der exponentiellen Phase.
Die 10 °C Kulturen der exponentiellen Phase zeigten, wie zuvor erwéhnt, eine deutliche
Verringerung der Anisotropie bei allen Messpunkten unterhalb 30 °C. Beginnend mit einem
Wert von 0,24 bei 5 °C konnte eine stetige Abnahme der Anisotropie bis 40 °C und einem Wert
von 0,19 verzeichnet werden, womit eine fluidere Membran bei niedrigen Temperaturen
gegeben war. Die Breite des Phasenlbergangs war vergleichbar mit den 30 °C inkubierten
Kulturen. Die 10°C Probe der stationdren Phase, gepragt durch den erhohten
Menachinongehalt, zeigte eine deutliche Abweichung zu den vorherigen Kurvenverlaufen.
Dieser war deutlich flacher und indizierte hiermit einen verbreiterten Phaseniibergang. Das
resultierte in einer signifikant fluideren Membran unterhalb von 10 °C verglichen mit der 10 °C
Probe der exponentiellen Phase. Die Anisotropiewerte begannen bei 0,23 und verringerten sich
mit zunehmender Temperatur langsam auf 0,21. Folglich wurde die Membran (ber 30 °C in
diesem Fall stabilisiert und wies leicht héhere Anisotropiewerte im Vergleich zu den anderen

Ansatzen auf.
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Abbildung 29: Laurdan-GP Messung von P. glucanolyticus J12 geerntet im stationdren
Wachstumsbereich. Bestimmung von Laurdan-GP als ein MaR der Membranordnung in dem Stamm
J12. Vergleichende Darstellung zwischen Zellen der exponentiellen und stationaren Wachstumsphase.
Daten stellen einen Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.
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Die Laurdan-GP Messungen der stationdren Kulturen bestédtigte die Zunahme der
Membranordnung durch die verstarkte Einlagerung von Menachinon. Die 30 °C inkubierten
Kulturen der stationdren Phase wiesen keine Erhohung des Menachinongehaltes auf und zeigten
ebenfalls keine Abweichung der Membranordnung Uber den gemessenen Temperaturbereich
im Vergleich zu den 30 °C Proben der exponentiellen Phase (Abb. 29). Die 10 °C Proben der
stationdren Ansétze erfuhren eine deutliche Steigerung der Membranordnung im Vergleich zu
den 10 °C Proben der exponentiellen Phase. Diese Erhdhung war (ber den gesamten
Messbereich gegeben. Der GP-Wert reduzierte sich von 0,58 bei 5 °C auf 0,2 bei 50 °C. Diese
Erh6hung der Membranordnung hatte auch zur Folge, dass die 10 °C Proben der stationéren
Phase, im Vergleich zu den 30 °C inkubierten Ansétzen, eine hdhere Membranrigiditat
oberhalb von 20 °C besalien.

3.2.5 Differentielle Transkriptomanalyse der Kilteanpassung von P. glucanolyticus J12

Anzumerken ist, dass im Fall vom Stamm J12 die RNA-Extraktion beim Ubergang zum
stationdaren Wachstumsbereich erfolgte, um die hier auftretende Erhéhung der
Menachinonkonzentration erfassen zu konnen. Dies wirkte sich auf die detektierten
Expressionséanderungen aus und sollte dementsprechend beruicksichtigt werden. Zuerst wurde
das Genom von P. glucanolyticus J12 sequenziert und assembliert und anschlieend fiir die
Kartierung der Transkriptom Daten verwendet. Das Genom wurde aus 34 Contigs (>= 500 bp)
assembliert und besaR eine Gesamtgrofle von 6.490.427 bp und hatte einen GC-Gehalt von
48,9 %. Das grofite Contig war 850.343 bp grol3, wobei 31 Contigs grofer als 1000 bp waren
und 21 Contigs eine Lange von tber 50.000 bp besalRen (GenBank WGS Accession Number:
VXLF00000000). Der SPAdes Assembler sagte dabei 6086 einmalige Gene vorher. VVon diesen
vorhergesagten Genen hatten 5325 Gene eine MindestgroRe von 300 bp, 804 Gene eine
MindestgroRe von 804 bp und 90 Gene eine MindestgréRe von 3000 bp. Das MPGC
sequenzierte, analysierte und kartierte anschlieBend die sequenzierten RNA-Extrakte auf die
zuvor generierten Gene des erstellten Genoms mit dem RAST-Server (Abschnitt 2.4.4.2). Die
Rohdaten der mRNA-Sequenzierung wurden an das NCBI Sequence Read Archive (SRA) mit
der Zugangsnummer (PRINA565910) Ubermittelt.
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Nach Abschluss der differentiellen Transkriptomanalyse wurden insgesamt 6098 einmalige
Gene/Reads identifiziert. Die in situ Antwort von P. glucanolyticus J12 auf die
Temperaturreduktion ergab eine umfassende Veranderung der Genexpression bei kalten und
stationdren Wachstumsbedingungen. Es wurden 655 Gene bei 10 °C hochreguliert (fold change
> 2) und 302 Gene wurden bei 10 °C herunterreguliert (fold change > 2). Daraus ergab sich,
dass 4770 Gene nicht signifikant verandert exprimiert wurden. Eine Auswahl an verschiedenen
relevanten Genen und ihrer Expressionsanderung sind in der Tabelle 11 dargestellt. Es konnten
insgesamt 9 Gene identifiziert werden, die in die Menachinonbiosynthese involviert sind. Dabei
waren die Gene auf drei Loki verteilt. Den groRten Loki bildeten die Gene mit der ID 1050 bis
1055. In der Mitte befanden sich die Gene verantwortlich flir die Menachinonbiosynthese
selbst. Dabei handelt es sich um eine Methyltransferase (MenG-Homolog, Gen-ID 1051), zwei
Polyprenyltransferasen, darunter ein MenA-Homolog (Gen-ID 1052) und ein Flavoprotein der
UbiX-Familie (Gen-ID 1053). Innerhalb dieses Lokus war auch das erste Gen des
Futalosinweges (mgnA, Gen-ID 1054) enthalten. Flankiert wurden diese Gene von den
kodierenden Sequenzen der MK-7-spezifischen Heptaprenylsynthase | und Il (Gen-ID 1050,
1055). Diese Gene zeigten eine relevante 1,9-2,2-fache Expressionssteigerung. Die weiteren
Gene des Futalosinweges waren auf zwei weitere Loki verteilt. Das einzelne mgnC (Gen-
ID3319) zeigte eine 1,9-fache Steigerung. Die Gene mgnD (Gen-1D 5031) und mgnB (Gen-ID

5032) zeigten eine Zunahme von 1,6 und 2,3 fold changes.

VVon den Kélteanpassungs-spezifischen cold shock proteins (CSPs) konnten vier Gene annotiert
werden, cspA und cspD_1-3. Das Gen kodierend fiir CspA zeigte eine deutliche Zunahme der
Expression (6,1-fache Anderung), wobei das CspD_3 kodierende Gene noch eine 2,2-fache
Zunahme zeigte. Die anderen beiden Gene cpsD_1/2 wurden unter kalten Bedingungen in ihrer
Expression reduziert. Interessanterweise wurde eine relevante Reduktion (-2,8-fache
Anderung) der Expression des Gens 3999, kodierend fiir eine Desaturase, beobachtet. Das
kdnnte die Abnahme des Anteils der ungesattigten Fettsdure 16:1 cis 5 von der exponentiellen
zur stationdren Wachstumsphase erklaren (Abschnitt 3.2.2). Weiterhin resultierten die kalten
Bedingungen in einer 3,2-fachen Reduktion des generellen Stressproteins. Moglicherweise
durch die stationare Phase bedingt, konnte keine Anderung der Expression von Hsps, die auch
als Chaperone fungieren, detektiert werden. Um unsere Analyse zu verifizieren wurden zwei
housekeeping-Gene kontrolliert (RocHA et al., 2015): ftsZ (kodierend fir ein
Zellteilungsprotein) und gyrB (kodierend fiir die DNA Gyraseuntereinheit B), die wie erwartet

keine signifikante Expressionsédnderung aufwiesen.
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Tabelle 11: Auswahl an differentiell exprimierten Genen von P. glucanolyticus J12. Anderung der
Expressionsrate von diskutierten Kalte-spezifischen Genen bei der Temperaturabsenkung von 30 °C
auf 10 °C. Die Transkriptomanalyse erfolgte im Dreifachansatz.

Gen-ID Gen Funktion Fold change

Menachinonbiosynthese (Futalosinweg)

1050 Heptaprenyl-Diphosphate Synthase Komponente | 2,1
1051 menG Homolog 2-heptaprenyl-1,4-naphthoquinone 20
methyltransferase
1052 menA Homolog Futalosin-spezifische Polyprenyltransferase 2,2
1053 Polyprenyltransferase der UbiX-Familie 2,0
1054 mgnA Menaquinone- biosynthese Protein 1,9
1055 Heptaprenyl-Diphosphate Synthase Komponente |l 2,2
3319 magnC Cyclic Dehypoxanthinyl Futalosin Synthase 1,9
5031 magnD 1,4-Dihydroxy-6-Naphthoat Synthase 1,6
5032 mqgnB Futalosinhydrolase 2,3
Kalteschockproteine
1733 cspD_3 Kalteschock Domane enthaltendes Protein CspC 2,2
5143 cspA Cold shock protein A 6,1
Referenz- / housekeeping-Gene
647 gyrB DNA-Gyrase Untereinheit B 1,21
5612 ftsZ Zellteilungs-Protein -1,13
Genereller Stress / Hitzestress
565 Hitzeschockprotein (Hsp20) 1,4
773 Generelles Stressprotein -3,2
5959 Chaperonin (Hsp33) -1,1
Fettsduremodifikation
3999 Fettsdure-spezifische Desaturase -2,8
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3.2.6 Bestimmung der Zellfitness bei niedrigen Temperaturen von P. glucanolyticus

Ein drei-stufiger Gefrier-Auftau Stresstest (Abschnitt 2.1.3) wurde mit beiden Stdmmen und
Wachstumstemperaturen durchgefuhrt, um potentielle Unterschiede in der Kalteanpassung zu
bestimmen. Wie bereits bei den Listeria Isolaten beobachtet (Abschnitt 3.1.6), zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen dem Chinongehalt und der Reduktion der Lebendzellzahl nach
mehrmaligen Gefrier-Auftau-Schritten. Die 10 °C inkubierten Ansétze zeigten vergleichbare
Zellzahlreduktionen (Abb. 30A). Es zeigte sich, dass beide Stamme sowie der stationdre Ansatz
von Stamm J12, kennzeichnend durch den erhéhten Menachinongehalt, das gleiche Ausmal3
der Zellzahl-Reduktion aufwiesen. Dabei nahm die Zellzahlreduktion mit jedem Schritt stetig
zu und betrug ~1,5 Log-Stufen, ~3 Log-Stufen und ~4 Log-Stufen nach respektive ein, zwei
und drei Zyklen. Bei den 30 °C Kulturen wurde ein Stamm-spezifischer Unterschied sichtbar
(Abb. 30B), wobei die Zellzahl-Reduktion des Typstamms DSM 51627 zwei Zehnerpotenzen
hoher lag als die Reduktion in den beiden Ansétzen des Stamms J12. Im Vergleich zu den 10 °C
Kulturen stieg die Zellzahl-Reduktion fiir Stamm J12 um eine Log-Stufe und fiir den Typstamm
DSM 51627 um 3 Log-Stufen.

Lebendzellzahl Log-Reduktion (KbE/ml)
Lebendzellzahl Log-Reduktion (KbE/ml)

DSM 5162" 112 112 stationar DSM 5162" 112 112 stationar
Stamm Stamm

Abbildung 30: Gefrier-Auftau-Stresstest von P. glucanolyticus. Logarithmische Reduktion der
Lebendzellzahl der beiden P. glucanolyticus Stiamme DSM 51627 und J12 bei 10 °C (Links, Abbildung A)
und 30 °C (Rechts, Abbildung B) Wachstumstemperatur. Es wurden drei Gefrier-Auftau-Schritte alle 24
Stunden durchgefihrt. WeiR, 24 h; Hellgrau, 48 h; Grau, 72 h. Daten stellen einen Mittelwert dar (n =3
biologische Replikate). Fehlerbalken repradsentieren die Standardabweichung.
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3.2.7 Supplementation von P. glucanolyticus mit Vitamin K

Um die gezeigte Auswirkung des erhohten Menachinongehaltes auf die Verbreiterung des
Phasentibergangs und Verbesserung der Membranfluiditdt bei niedrigen Temperaturen zu
verifizieren, sollte eine Vitamin Ki Supplementation des Mediums fur eine artifizielle
Erhohung des isoprenoiden Chinongehaltes in der Membran sorgen. Aufgrund des lipophilen
Charakters von isoprenoiden Chinonen (Abschnitt 1.3.1), wurden verschiedene Emulgatoren in
Betracht gezogen, die zum einen eine geringe Zelltoxizitat aufweisen und zum anderen die
Membranfluiditdt méglichst gering beeinflussen sollten. Nach einer Recherche stellte sich
DMSO als beste Kompromissldsung heraus. DSMO war Ethanol, insbesondere aufgrund des
geringeren fluidisierenden Effekts auf die Zellmembran, vorzuziehen. Wie anhand der
Abbildung 31 zu erkennen ist, zeigte sich kein Unterschied zwischen der DMSO-Kontrolle und
dem DSMO-Vitamin Kz supplementierten Ansatz bei einer Wachstumstemperatur von 10 °C.
Fur beide Ansitze lieR sich eine maximale Wachstumsrate von 0,051 h™* berechnen, womit
beide Ansédtze, im Vergleich zu den unsupplementierten Ansétzen, eine identische
Wachstumsrate aufwiesen (Abschnitt 3.2.1).
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Abbildung 31: Vitamin K; in DMSO Supplementation von P. glucanolyticus J12. 4,5 mg/ml von
Vitamin K; Stammldsung gelést in DMSO wurde zur Supplementation verwendet. 4,5 mg wurden
100 ml Medium zugegeben. Inkubation erfolgte bei 10 °C. Links, arithmetische Darstellung der
optischen Dichte bei 625 nm aufgetragen gegen die Zeit (h). Rechts, halb-logarithmische Darstellung
der optischen Dichte bei 625 nm aufgetragen gegen die Zeit (h). ®, DMSO-Kontrolle. 0, DMSO + Vitamin
K1 Supplementation.

Des Weiteren wurde versucht eine Emulgation von Vitamin K1 durch die Zugabe von niedrig
konzentriertem Agar-Agar zu erreichen (Abschnitt 2.1.1.2). Bei Raumtemperatur zeigte sich

eine stabile Emulgation. Jedoch konnte diese bei der 10 °C Inkubation nicht erhalten bleiben.
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Wie in Abbildung 32 zu erkennen ist, zeigte sich bereits bei der OD-Messung nach einer Stunde
eine deutliche Zunahme der optischen Dichte auf eine ODs25nm VOn 0,2. Eine anschlielende
Lebendzellzahlbestimmung zeigte keine hoheren Zellzahlen im Vergleich zu der Kontrolle
(Daten nicht gezeigt). Folglich konnte der Verdacht eines Artefakts, wahrscheinlich durch den
Ausfall von Vitamin Ki unter kalten Temperaturen, angenommen werden. So konnten auch
nachfolgende Tests wie eine Menachinonanalyse oder Membranfluoreszenzmessung nicht
durchgefuhrt werden. Dies begriindete sich in der schlechten Separation von Zellpellet und
Agar nach der Zentrifugation. Die artifizielle Trubung verhinderte eine Messung der

Wachstumsraten, da diese im exponentiellen Bereich dadurch maskiert wurden.
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Abbildung 32: Vitamin K; + 0,125 % Agar-Agar Supplementation von P. glucanolyticus J12. 4,5 mg/ml
von Vitamin K; Stammlésung geldst in DMSO wurde zur Supplementation verwendet. 4,5 mg wurden
100 ml Medium zugegeben. Inkubation erfolgte bei 10 °C. Links, arithmetische Darstellung der
optische Dichte bei 625 nm aufgetragen gegen die Zeit (h). Rechts, halb-logarithmische Darstellung der
optischen Dichte bei 625 nm aufgetragen gegen die Zeit (h). Pfeil markiert artifizielle Trilbung der
Kultur. e, Agar-Kontrolle. o, Agar + Vitamin K; Supplementation.

3.3 Auswirkung der Fettsaure-unabhdngigen Membranmodifikation durch
erhohten Carotinoidgehalt in Staphylococcus xylosus bei niedrigen
Temperaturen

Fur die Untersuchung dieses Abschnittes wurden zwei S. xylosus Stdmme verwendet. Stamm
J70 wurde aus einem gekihlten Rohmilchsammeltank isoliert und zeigte bei 30 °C keine
Pigmentation. Verringerte man die Inkubationstemperatur auf 10 °C war eine sehr starke gelb-
orange Farbung zu erkennen. Diese Pigmentation trat im Flissig- als auch Festmedium auf. Als
Referenzorganismus wurde auch hier der nachstverwandte Typstamm DSM 20266 verwendet.
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Dadurch sollten mdgliche Unterschiede zwischen einem Wildtyp-Stamm und einem

Referenzstamm aus langandauernder Stammkulturhaltung offengelegt werden.

3.3.1 Wachstumsverlauf der beiden untersuchten S. xylosus Stimme bei 30 °C und 10 °C

Wie zuvor wurden auch von beiden S.xylosus Stdmmen das Wachstumsverhalten
aufgezeichnet. Hiermit konnte zum einen die Pigmentation bei unterschiedlichen Temperaturen
verglichen werden und zum anderen mogliche Differenzen in der Kaélteresistenz
beziehungsweise den Wachstumsraten festgestellt werden. Die gemittelten Daten sind in der
arithmetischen Darstellung in Abbildung 33 illustriert. Zur Bestimmung der maximalen
Wachstumsrate und der Beurteilung der einzelnen Wachstumsphasen wurde die halb-

logarithmische Darstellung verwendet (Anhang 2).
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Abbildung 33: Arithmetische Darstellung des Wachstumsverlaufs von S. xylosus DSM 20266 und J70
bei 30°C und 10 °C Wachstumstemperatur. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n=3
biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Bei 30 °C Wachstumstemperatur war kein Unterschied zwischen den beiden Stdmmen zu
erkennen. Eine Lag-Phase war nicht vorhanden und die maximale Wachstumsrate konnte in

den ersten acht Stunden beobachtet werden. Diese fiel mit 0,87 h™* fiir Stamm J70 geringfiigig
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hoher (4 %) aus als fir DSM 20266" mit 0,84 ht (Tab. 12). In dieser Zeit wurde eine
ODes25 nm ~ 3,5 erreicht. Daraufhin verlangsamte sich das Wachstum deutlich und nach weiteren
50 h wurde eine maximale ODeg2s5nm ~ 13 erreicht. Von 60 h bis 160 h blieb die Zelldichte auf
demselben Niveau und bildete die stationdre Phase. Innerhalb des dokumentierten Zeitfensters

konnte keine Absterbe-Phase festgestellt werden.

Die 10 °C Inkubation resultierte wiederum in einem &hnlichen Wachstumsverhalten der beiden
Stdmme, wobei sich der Stamm J70 durch eine hohere Wachstumsrate und Zelldichte
auszeichnete (Abb. 33). In beiden Féllen zeigte sich eine deutliche Reduktion der
Verdopplungszeit im Vergleich zu den 30 °C bebriteten Kulturen. Nach der Inokulation wurde
bei beiden Stammen keine Lag-Phase beobachtet. Die exponentielle Phase konnte vom
Inokulationszeitpunkt bis ungeféahr 60 h beobachtet werden. Die Wachstumsrate von Stamm
J70 war mit 0,16 h' circa 20 % schneller als bei DSM 20266™ mit einem pmax = 0,13 h!
(Tab. 12). Folglich stieg die Verdopplungszeit von 50 min bei Temperaturabsenkung auf 4-5 h
an. Nach 120 h ging die exponentielle Phase in die stationare Phase tiber, wobei eine maximale
Trilbung von ODe2s nm ~22 filr Stamm DSM 20266 undODegz2s nm ~26 flir J70 detektiert wurde.
Analog zur Wachstumsrate zeigte sich auch beim Zellertrag ein circa 20-%-iger Mehrertrag des
Stammes J70 im Vergleich zum Referenz Stamm.

Tabelle 12: Wachstumsraten und Verdopplungszeiten der S. xylosus Stamme. Unterteilt nach den
Wachstumstemperaturen von 30 °C und 10 °C in TSB-Medium. Daten stellen einen Mittelwert dar
(n=3 biologische Replikate). Das #-Zeichen stellt die Standardabweichung dar. Wachstums-
unterschiede der beiden Stimme waren statistisch signifikant fiir 30 °C (p < 0,05) und 10 °C (p < 0,001)

30°C 10°C
Stamm Wachstumsrate Verdopplungszeit Wachstumsrate Verdopplungszeit
(h™) (h) (h™) (h)
DSM 20266T 0,84 +£0,01 0,83+ 0,01 0,13+0,00 5,33 +0,07
J70 0,87 £0,01 0,80 £ 0,01 0,16 £ 0,00 4,36 £ 0,01

3.3.2 Fettsaureanalyse und das AusmaR der Fettsdure-abhdngigen Kilteadaptation in
S. xylosus

Die Erfassung der Fettsdure-abhangigen Kalteadaptation basierte auf der Bestimmung der
FAME-Profile bei 30 °C und 10 °C von Zellen der spéat-exponentiellen Wachstumsphase.
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Hierfur wurden die Fettsduren auf Basis der sauren Methanolyse extrahiert und derivatisiert.
Dies ermdglichte eine Identifikation mittels GC-MS (Abschnitt 2.2.1).

7010 °C + 5 % NaCl
1J70 30 °C + 5 % NaCl

B DSM 20266' 10 °C ==Y J70 10 °C
I DSM 20266 30 °C XY J70 30 °C

AT S S

FAME-Distribution (%)
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Abbildung 34: FAME Distribution von S. xylosus als Sdulendiagramm. Detektierte FAMEs mit
mindestens 1-%-Anteil der beiden Stiamme DSM 20266 und J70 bei 30°C und 10°C
Wachstumstemperatur. Zusatzliches FAME-Muster des Stamms J70 nach einer 5-%-igen
Supplementation mit NaCl. Daten stellen einen Mittelwert dar (n=3 biologische Replikate).
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Die dominierenden Fettsauren bei 30 °C fiir beide Stdmme waren 15:0iso (20 %) und
15:0 anteiso (~55 %) und bei 10 °C Ansétzen zusatzlich 17:0 anteiso (10 %) (Abb. 34). Bei den
geringen Fettsduren handelte es sich um weitere geséttigte, verzweigte sowie gradkettige
Acylketten im Bereich von 14 bis 20 Kohlenstoffatomen. Alle verzweigten Fettsduren,
unabhéngig von der Wachstumstemperatur, machten mindestens 90 % der gesamten Fettsdauren
aus. Die Kélteadaptation dufRerte sich in einer Zunahme der Fettsdure 15:0 anteiso von 50 bis
60 % auf circa 70 % und einem Anstieg der Fettsdure 17:0 anteiso von 5% auf 10 %.
Interessanterweise reduzierte sich der Anteil an 14:0 anteiso bei den 10 °C Ansétzen im
Vergleich zu den 30 °C Ansatzen. Folglich handelte es sich bei dem dominierenden
Adaptationsmechanismus um eine Verschiebung von gradkettigen und iso-verzweigten
Fettsduren hin zu anteiso-verzweigten Fettsduren. Diese zeichnen sich durch niedrigere
Schmelztemperaturen aus womit der Temperaturreduktion entgegengewirkt wird (Tab. 2).

Dariber hinaus wurden Fettsaureprofile von NaCl-supplementierten Kulturen des Stamms J70
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erstellt, um zu Uberprifen ob der zusatzliche Salzgehalt einen Einfluss auf die
Fettsdurezusammensetzung haben konnte. Die gewonnenen Daten zeigten kleine
Veranderungen in der Fettsdurezusammensetzung unter dem zusatzlichen Salzstress, ohne
jedoch den Gesamtmechanismus der Fettsaure-abhangigen Kélteadaptation zu verandern (Abb.
34). Das Ausmal der Kélteadaptation wurde mit Hilfe der Differenz der WAMT-Werte, wie
zuvor von SEeL et al. (2018) beschrieben, ausgedriickt (Tab. 13). Die WAMT-Werte fur die
jeweiligen Temperaturen fielen fur die drei verschiedenen Ansétze fast identisch aus. Das
resultierte in einem AWAMT-Wert von etwa 6 °C. Der Fettsauregehalt der Zellen anderte sich

nicht bei den unterschiedlichen Temperaturen (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 13: FAME-Verteilung von S. xylosus. Detektierte FAMEs der beiden untersuchten Stamme
DSM 20266" und J70 bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur. Zusatzliches FAME-Muster des
Stamms J70 mit einer 5-%-igen NaCl-Supplementation. Schmelztemperaturen der einzelnen
Fettsauren fir die Berechnung der WAMT-Werte wurden aus KNOTHE & DUNN (2009) entnommen.
Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n =3 biologische Replikate). Das *-Zeichen stellt die
Standardabweichung dar.

Wachstumstemperatur

Stamm DSM 20266' J70 J70 + 5 % NaCl
FAME (%) 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C
14:0iso 0,6+0,0 50+0,3 0,5+0,1 591+0,2 2,0£0,3 4,0+0,3
14:0 n.d. 0,7+0,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
15:0iso 9,4+0,1 18,2+1,4 | 139+0,3 190+0,3 | 174+16 187zx1,1
15:0 anteiso 71,3+12 562+1,7 | 68,0+24 533%+0,7 | 705+2,8 58,1+14,2
16:0iso 1,1+0,1 4,4+0,3 24101 55%0,3 2,6+0,5 3,8+0,2
16:0 n.d. 1,9+0,2 n.d. 1,8+0,0 n.d. 1,7+0,2
17:0iso 1,5+0,1 3,610,1 2,610,1 4,310,1 1,9+0,5 4,0+0,7
17:0 anteiso 12,4+0,2 3806 | 10,1+0,4 3,6+0,0 4,5+0,6 3,9£0,5
18:0 1,2+0,9 4,2+2,2 2,610,2 3,710,1 0,7+0,1 41+14
20:0 25+0,3 1,4+0,2 n.d. 3,8+1,0 n.d. 1,7+£0,4
WAMT (°C) 31,2 37,4 32,3 38,8 31,9 37,1
AWAMT (°C) 6,2 6,5 5,2
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3.3.3  Analyse des isoprenoiden Chinongehaltes in S. xylosus

Isoprenoide Chinone wurden wie bereits beschrieben aus nassem Zellmaterial, welches in der
spat-exponentiellem Wachstumsphase geerntet worden ist, extrahiert. AnschlieBend wurden die
Proben mittels SPE-Saulchen aufgereinigt und mit der HPLC qualitativ sowie quantitativ
bestimmt (Abschnitt 2.2.2). Im Fall von S. xylosus diente die Chinonanalyse als eine Kontrolle
um mogliche Interaktionen mit Carotinoiden und ihrer Auswirkung auf die

Membraneigenschaften differenzieren zu kénnen (Abschnitt 3.3.5).
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Abbildung 35: Menachinonspektren und -gehalt in S. xylosus. A: Darstellung der detektierten
Menachinonspektren der beiden S. xylosus Stimme DSM 20266" und J70. Stellvertretend dargestellt
MK-7 fir alle drei detektierten Peaks. B: Gesamt-Menachinongehalt (nmol/gzeiinaggewicht) der beiden
Stamme im spat-exponentiellen Wachstumsbereich bei den entsprechenden Wachstums-
temperaturen. Dunkelgrau = MK-6, Grau = MK-7 und Hellgrau = MK-8. Daten stellen einen Mittelwert
dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Bei den untersuchten S. xylosus Stammen konnten jeweils drei Peaks detektiert werden. Die
Absorptionsspektren waren dabei fur alle Peaks und Proben identisch und zeigten die
Menachinon spezifischen Peaks bei 248 nm, einen Doppelpeak bei 261 nm und 270 nm und
einen breiten Peak bei circa 325 nm (Abb. 35A). Die weitere Identifikation der Menachinone
erfolgte anhand der relativen Retentionszeit im Vergleich zum Vitamin Ky Standard (Tab. 14).
Die drei Peaks konnten MK-6, MK-7 und MK-8 zugeordnet werden. Das Hauptchinon war
MK-7 und war bei beiden Temperaturen zu 90 % vertreten. Die beiden Minorkomponenten
MK-6 und MK-8 waren ungefahr gleichverteilt. Beide Stdmme quittierten die Reduktion der
Wachstumstemperatur auf 10°C mit einer 15 bis 20-%-igen Verringerung des
Menachinongehaltes (Abb. 35). Bei Stamm J70 reduzierte sich die Konzentration von
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293 nmol/gzelinasgewicnt bei 30 °C auf 256 nmol/gzeiinazgewicht. Beim Typstamm reduzierte sich der
Gehalt von 250 nmol/gzeiinasgewicht auf 217 nmol/gzelinasgewicht bei 10 °C.

Tabelle 14: Qualitative Chinonbestimmung von S. xylosus. Retentionszeiten (RT) der detektierten
Peaks fir die Stamme DSM 20266T und J70. Bei 30 °C und 10 °C wurden dieselben Peaks detektiert
und folglich zusammengefasst. Angegebene RT stellen einen Mittelwert dar (n =6). Als Standard
wurde Vitamin K; verwendet mit einer gemittelten RT von 4,94 £ 0,04 min. Das +-Zeichen reprasentiert
die Standardabweichung.

Peak- RT relativzu Entsprechendes Anteil Anteil

Stamm  Nummer RT (min) Stamm Vitamin K; Menachinon 30°C(%) 10°C (%)

o 1 5,58 £ 0,02 1,13 MK-6 4,7 6,0
é 2 6,86 £ 0,04 1,38 MK-7 89,5 90,8
2’ 3 8,54 0,09 1,73 MK-8 5,8 3,2
1 5,55+0,04 1,12 MK-6 3,4 4,6
g 2 6,82 £ 0,07 1,38 MK-7 89,4 90,7
3 8,50+0,13 1,72 MK-8 7,2 4,7

3.3.4 Carotinoidanalyse von S. xylosus zur Bestimmung des potentiellen Fettsaure-

unabhangigen Kalteanpassungsmechanismus

Die ersten chromatographischen Auftrennungen der Carotinoidextraktionen erfolgten an einer
C-18-RP-S&ule an der auch die isoprenoiden Chinone aufgetrennt worden sind (Abschnitt
2.2.3). Mit diesem System konnte keine ausreichende Trennung der einzelnen Peaks erfolgen,

sodass die Quantifizierung nicht verlasslich war (Abb. 36).
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Abbildung 36: Chromatogramm der S. xylosus J70 Carotinoidauftrennung an einer C18-RP-Saule.
HPLC-Analyse nach Abschnitt 2.2.3, Linie zeigt die Integration der Absorption bei 450 nm.
Chromatogramme zeigen die Extrakte nach einer Inkubation bei 30 °C (A) und 10 °C (B). Reprasentativ
fir beide Stamme.
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Folglich wurde mit Hilfe der AG Molekulare Lebensmitteltechnologie die Auftrennung an einer
C30-Sdule vorgenommen. Aufgrund der geringeren Porengrofle und der groReren
Wechselwirkung des Sdulenmaterials mit den Carotinoiden wurde hierdurch eine deutlich
bessere Trennungsleistung erreicht. Die meisten Peaks konnten anhand der Basislinie integriert
werden, womit relevante Quantifizierungsdaten gewonnen werden konnten. Reprasentativ fir
beide S. xylosus Stdmme wird in Abbildung 37 das Chromatogramm fiir Stamm J70 bei 10 °C
Wachstumstemperatur gezeigt. Bei beiden Stdammen konnten die identischen Peaks detektiert
werden. Die jeweiligen Absorptionsspektren der detektierten Peaks sind im Anhang 4
abgebildet.

45 4
40
35
30 4
25
20
15
10
5 4
0 4
_5_

relative Absorption (mAU)

Zeit (min)

Abbildung 37: Chromatogramm der S. xylosus J70 Carotinoidauftrennung an einer C30-RP-Saule.
HPLC-Analyse nach Abschnitt 2.2.3 an einem (U)HPLC-System, Linie zeigt die Integration der
aufgezeichneten Spektren bei 450 nm. Chromatogramme zeigen die Extrakte nach einer Inkubation
bei 10 °C. Fir beide getesteten Stamme wurden die gleichen Peaks detektiert.

Kolonien beider S. xylosus Stamme zeigten bei 30 °C Wachstumstemperatur keine sichtbare
Pigmentierung. Dies wurde durch die chromatographische Analyse bestatigt, die eine
Carotinoidkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze von 0,2 Ug/gzelitrockengewicht Z€igte
(Tab. 15). Die Inkubation bei niedrigen Temperaturen fiihrte zu einer starken orangefarbenen
Pigmentierung der Zellpellets und der Kolonien der Stamme J70 und DSM 20266'. Der
Gesamt-Carotinoidgehalt war bei dem Typstamm mit 450 1g/gzelitrockengewicht Signifikant hoher
als bei dem Lebensmittel-assoziierten Stamm J70 mit 170 pg/Qzelitrockengewicht. Anhand der
massenspektrometrisch gekoppelten HPLC wurden Staphyloxanthin oder Staphyloxanthin-
dhnliche Carotinoide als Haupt-Carotinoide im Stamm J70 (85 %) und DSM 20266" (90 %)
identifiziert. Im Unterschied zu Staphyloxanthin zeichneten sich die drei Staphyloxanthin-
ahnlichen Verbindungen durch eine Fettsdure aus, die sich von 15:0 anteiso unterschied. Einige

95



3 Ergebnisse

der Staphyloxanthin-ahnlichen Molekule zeigten Massezahlen im MS-Spektrum, die
zusétzliche CH2-Molekdlteile indizierten und somit eine langere Fettsaure besalien. In dem
Stamm J70 betrug der Anteil der Staphyloxanthin-ahnlichen Verbindungen 30 % und war
deutlich niedriger als in Stamm DSM 20226 mit etwa 60 % (Tab. 15). Das Vorlaufermolekiil
von Staphyloxanthin, all-trans-4,4'-Diaponeurosporeat stellte ebenfalls ein Neben-Carotinoid
mit einem Anteil von 15 % im Stamm J70 und 7 % im Stamm DSM 202667 dar. cis-Isomere
einiger Verbindungen (Werte in Klammern, Tab. 15) wurden ebenfalls mit einem Anteil von

jeweils 0,5 bis 3 % nachgewiesen.

Tabelle 15: Carotinoid-Zusammensetzung in % der S. xylosus Stamme J70 und DSM 20266" bezogen
auf die Wachstumstemperatur. Identifikation und Quantifikation erhalten durch die HPLC-DAD-APCI-
MS" (Abschnitt 2.2.3). Entsprechende cis-Peaks in Klammern dargestellt. Die Gesamtkonzentration der
Carotinoide wird als Mittelwert in (Ug/gzelitrockengewicht) dargestellt (n = 3 biologische Replikate). Das -
Zeichen reprasentiert die Standardabweichung.

Stamm DSM 20266" J70
Peak- L . . o o o °
Nr Carotinoidanteil (%) tr (Min) UV 10°C 30°C 10°C 30°C
y 2lltrans-4,4~ 3,199 6,7 n.d. 15,0 n.d.
Diaponeurosporeat
) Staphy.l.oxanthm—ahnllches 4,003 25 nd. 4,0 nd.
Molekil_1
. 4,691 32,5 50,5
(3)/4 all-trans-Staphyloxanthin (4.318) (0,4) n.d. (0,9) n.d.
Staphyloxanthin-dhnliches 5,638 21,8 13,2
()6 \rolekiil 2 (5,165) (1,8) n.d. (1,7) n.d.
Staphyloxanthin-ahnliches 6,800 23,7 11,3
()8 \olekil_3 (6,227) (2,8) n.d. (1,4) n.d.
Staphyloxanthin-dhnliches 7,991 6,7 2,0
(/10 1 Slekiil 4 (7,475) (1,2) n.d. (0,0) n.d.
Gesamt-Carotinoidkonzentration 4514 £ 200 nd. 169,0 11,1 nd.

(l—lg/ gZeIItrockengewicht)

N.d. = nicht detektiert, unterhalb der Nachweisgrenze von 0,2 Ug/gzelitrockengewicht-
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3.3.5 Bestimmung der Zellmembraneigenschaften, Membranordnung und -fluiditat in

S. xylosus

Die Auswirkung der Carotinoidinkorporation auf die Membranparameter der Ordnung und
Fluiditat wurde mit Hilfe von Sonden-abhangigen Fluoreszenzmessungen bestimmt (Abschnitt
2.3).

Die Laurdan-GP Daten der untersuchten Stdamme bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur
zeigten eine deutliche Auswirkung der Carotinoide auf die Rigiditat der Zellmembran
(Abb. 38). Die Messung erfolgte von 5 °C bis 60 °C. Es war eine deutliche Diskrepanz der
Laurdan-GP Werte zwischen den Ansédtzen mit und ohne Carotinoiden (entsprechen den
jeweiligen 10 °C und 30 °C Kulturen) erkennbar. Zellen, deren Inkubation bei mesophilen
Temperaturbedingungen erfolgte, zeigten mit steigender Messtemperatur eine stetige
Reduktion der GP-Werte. Beide Stdamme wiesen bei 5 °C den hdchsten GP-Wert von circa 0,5
auf. Das heil3t, dass die Membranordnung an diesem Punkt am grofiten war. Mit zunehmender
Temperatur sanken die GP-Werte stetig bis das Minimum von circa 0,1 bei 60 °C erreicht
wurde. Folglich nahm auch die Membranordnung stetig ab. Im Gegensatz dazu zeigten die
niedrig temperierten Kulturen konstant hohe GP-Werte bis zu einer Messtemperatur von 40 °C.
Stamm J70 zeigte im Bereich von 5 °C bis 30 °C einen gleichbleibenden GP-Wert von 0,5 an
und indizierte Uber diesen Messbereich eine stark geordnete Membran. Eine weitere Erhthung
der Temperatur flihrte zu einer langsamen aber stetigen Laurdan GP-Wert Reduktion von 0,5
auf 0,37. Folglich nahm die Membranordnung auch erst mit Temperaturen tiber 30 °C ab. Der
Stamm DSM 20266 zeigte ein dhnliches Verhalten, wobei die GP-Werte im Vergleich zu
Stamm J70 noch etwas hoher lagen. Im Bereich von 5 °C bis 40 °C waren die Laurdan GP-
Werte kontant bei circa 0,53. Von 40 °C bis 60 °C erfolgte eine sehr langsame Abnahme des
GP-Wertes auf 0,48. Dies implizierte einen htheren Grad an Zellmembranorganisation beim
Typstamm im Vergleich zum Isolat. Dies korrelierte ebenfalls mit dem hoheren
Carotinoidgehalt des Stammes DSM 20266" im Vergleich zu J70 (Tab. 15).

Entsprechend zu den GP-Wert Daten sind in Abbildung 39 die gemessenen TMA-DPH Werte
dargestellt. Die dargestellten Ergebnisse zeigten ein dhnliches Verhalten der beiden getesteten
Stdamme mit einer deutlich sichtbaren Auswirkung des Carotinoidgehaltes auf die
Membranfluiditat. Die 30 °C inkubierten Kulturen, ohne detektierbare Carotinoide (Tab. 15),
wiesen hohe Anisotropiewerte von etwa 0,28 bei der niedrigsten Messtemperatur auf. Dies
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implizierte eine geringe Membranfluiditat. Mit der Erh6hung der Messtemperatur nahm die
TMA-DPH Anisotropie stetig ab, bis Stamm J70 bei 30 °C und DSM 20266" bei 35 °C ein
Minimum von circa 0,22 erreichten. AnschlieBend wurde eine konstante Anisotropie bis 40 °C
beobachtet. Das bedeutete auch, dass in Stamm J70 der Phasenlibergang der Membran vom Se-
Zustand zum Lg-Zustand, im Vergleich zum Referenzstamm DSM 202667, bereits 5 °C zuvor
ereignete.

—e—DSM 20266 30°C —e— DSM 20266' 10 °C
- A--J7030°C - A--J7010°C

0,6

0,5 -

0.4 -

0,3 -

Laurdan GP

0,2 -

0,1 -

0,0 -

v T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Messtemperatur (°C)
Abbildung 38: Laurdan-GP Werte der getesteten S. xylosus Stimme J70 und DSM 20266'". Die
entsprechenden Stamme wurden zuvor bei 30 °C beziehungsweise 10 °C bis zur spat-exponentiellen
Wachstumsphase inkubiert. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate).
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Bei den 10 °C Kulturen, mit der entsprechend hohen Carotinoidbildung (Tab. 15), konnte ein
komplett differenter Anisotropieverlauf tber den gesamten Messbereich beobachtet werden.
Diese Kulturen zeigten eine signifikant geringere Anisotropiednderung von 5 °C bis 40 °C.
Dieses Verhalten deutete auf eine extrem erhOhte Membranstabilitdt sowie einen stark
verbreiterten Phasentibergang hin. Gleichzeitig waren die Anisotropiewerte bei 5 °C mit 0,245
fiir Stamm J70 und 0,255 fiir DSM 20266 " signifikant und deutlich niedriger im Vergleich zu

den Carotinoid-freien Ansédtzen. Daraus folgte eine stark verringerte und verbesserte
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Membranfluiditat der Carotinoid-haltigen Kulturen bei niedrigen Temperaturen. Andererseits
sanken die Anisotropiewerte der Carotinoid-haltigen Proben nur geringfuigig Giber den gesamten
Messbereich mit den Minima von 0,24 fiir den Stamm DSM 20266" und 0,23 fiir J70. Hieraus
resultierten im Vergleich zu den Carotinoid-freien Kulturen geringere Fluiditaten bei hoheren

Messtemperaturen.

—e— DSM 20266' 30 °C -4 -J7030°C
—e— DSM 20266' 10 °C -4 -J7010°C
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Abbildung 39: TMA-DPH Anisotropiewerte der S. xylosus Stimme J70 und DSM 20266". Die
entsprechenden Stamme wurden zuvor bei 30 °C beziehungsweise 10 °C bis zur spat-exponentiellen
Wachstumsphase inkubiert. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n=3). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.

3.3.6 Differentielle Transkriptomanalyse zur Kalteanpassung von S. xylosus J70

Die Genomsequenz von S. xylosus J70 wurde aus 14 Contigs (>= 500 bp) zusammengesetzt,
und besal eine Gesamtgrolie von 2.820.948 bp sowie einen GC-Gehalt von 32,7 %. Das grofte
Contig war 1.059.256 bp groB3, wobei von insgesamt 28 Contigs 14 eine Mindestgréfie von
1000 bp besaRen. Eine GroRe tiber 50.000 bp besaRen noch 7 Contigs. Das assemblierte Genom
wurde bei der DNA-Sequenzbank GenBank archiviert (GenBank WGS Accession number

SSMH00000000). Der SPAdes Assembler sagte insgesamt 2656 einzigartige Gene voraus von
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denen 2380 Gene (>=300 bp), 282 Gene (>= 1500 bp) und 24 Gene (>= 3000 bp) eine
entsprechende Mindestgrofie aufwiesen. Im néchsten Schritt wurden die RNA-Extrakte
depletiert, sequenziert und auf das assemblierte Genom gemappt. Die Annotation erfolgte mit
Hilfe der GO-Server (The Gene Ontology Resource). Die Rohdaten der mRNA Sequenzierung
wurden im NCBI SRA mit der Zugangsnummer PRINA532330 archiviert.

Die in situ Reaktion von S. xylosus J70 ergab eine umfassende Veranderung der Genexpression
bei kalten Wachstumsbedingungen. Dies fiihrte zu 514 hochregulierten, 502 herunterregulierten
und zu 1568 Genen ohne temperaturabhangigen Einfluss auf die Expressionsraten (< 2 fold
change). Eine Auswahl an relevanten Kélte-assoziierten Genen und ihrer differentiellen
Expressionsraten sind in der Tabelle 16 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Kélte-
induzierte Pigmentierung des Stamms J70 von der Hochregulation des mit der Carotinoid-

biosynthese verbundenen Operons crtOPQMN einhergeht.

Tabelle 16: Auswahl an differentiell exprimierten Genen von S. xylosus J70. Anderungen der
Expressionsrate von relevanten Kalte-assoziierten Genen bei der Temperabsenkung von 30 °C auf
10 °C. Die Transkriptomanalyse erfolgte im Dreifachansatz.

Gen ID Gen Name Funktion Fold change

Carotinoidsynthese

1195 crtN Dehydrosqualen-Desaturase 4,4
1196 crtm Dehydrosqualen-Synthase 4,1
1197 crtQ 4,4-Diaponeurosporenoat-Glykosyltransferase 4,1
1198 crtP Diapolycopen-Oxygenase 3,9
1199 crtO Glykosyl-4,4-diaponeurosporenoat Acyltransferase 4,4

Betainsynthese (als Kryoschutzmittel)

1019 cudB Sauerstoffabhangige Cholin-Dehydrogenase 7,6
1020 cudA Glycinbetain-Aldehyd-Dehydrogenase 7,0
1021 cudC Regulator fiir die Glycinbetain-Synthese 21,6
1022 cudT Cholin-Transporter 4,0

Kalteschockproteine (Csps)s

1434 cspA-family Kalteschockprotein A 2,1
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Tabelle 16 fortgefiihrt:

Gen ID Gen Name Gen Beschreibung / Funktion Fold change

Menachinonsynthese

48 menE 2-Succinylbenzoat-CoA-Ligase 1,0
49 menC O-Succinylbenzoesdure-Synthetase 0,9
838 menB 1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA-Synthase 0,9

2-Succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadien-1-

839 menH 1,2
carboxylatsynthase
2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexen-

840 menD 1,2
1-carbonsdure-Synthase

841 menF Isochorismat-Synthase 1,7

842 menA 1,4-dihydroxy-2-naphthoat octaprenyltransferase 0,6

Housekeeping-Gene (Kontrolle)

1262 gyrB DNA-Gyrase Untereinheit B 1,1
1261 gyrA DNA-Gyrase Untereinheit A 1,2
2221 secA Preprotein Translokase Untereinheit 1,1

Hitzeschockproteine (Hsps)

2397 groEs Co-Chaperon GroES (Hsp10) 0,2
2398 groEL Chaperonin GroEL (Hsp60) 0,2
245 hrcA warmeinduzierbarer Transkriptionsrepressor HrcA 0,4
246 grpE Co-Chaperon for DnaK 0,5
247 dnak Molekulares Chaperon DnaK (Hsp70) 0,4
248 dnal Molekulares Chaperon Dnal (Hsp40) 0,6

Im Durchschnitt konnte eine 4-fache Zunahme der Expressionsrate der einzelnen Gene, die an
der Carotinoidsynthese beteiligt sind, verzeichnet werden. Als Referenzdatensatz fir
hochregulierte Gene unter niedrigen Wachstumstemperaturen wurden die Expressionsraten der
Gene cudBACT, kodierend fiir die Proteine der Betainbiosynthese und ein Gen der cspA-
Familie, verwendet. Hier zeigte sich eine 2 bis 22-fache Hochregulation bei niedrigen
Temperaturen. Gene die mit der Menachinonbiosynthese (menA-F) assoziiert sind, zeigten im
Durchschnitt keine signifikante VVerédnderung. Zur weiteren Bestatigung wurde ein Satz von
sechs Hitzeschockproteinen-(Hsps)-kodierenden Genen ausgewdhlt, welche eine deutlich
reduzierte Expression bei niedrigen Temperaturen besallen. Die Gene groEL und groES zeigten

eine bemerkenswerte 5-fache Verringerung der Expressionsrate, obwohl ihre Funktion der
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korrekten Proteinfaltung einen ziemlich grundlegenden Mechanismus darstellt. Als
Referenzgene, ohne eine erwartete Veranderung des Expressionsniveaus, wurden drei house-
keeping Gene gyrA, gyrB und secA aufgefiihrt, die keine temperaturabhingige Anderung der

Expression zeigten.

3.3.7 Verifikation der Carotinoid-abhdngigen Kalteadaptation der Zellmembran

Um die Auswirkung von Carotinoiden auf die Zellmembranordnung sowie -fluiditat zu
uberprifen, wurde ihre Konzentration bei niedrigen Wachstumstemperaturen durch die
Inhibition der Carotinoidsynthese reduziert. Die anféngliche Inhibition wurde mit der
Supplementation von DPA erreicht (2.1.1.2). Bei einer Konzentration von 74 uM konnte ein
vollstandiger Verlust der Pigmentierung beobachtet werden. Aufgrund der starken
Akkumulation von DPA in der Zellmembran zeichnete sich eine deutliche Veranderung der
gemessenen Membranparameter ab (Daten nicht gezeigt). Somit konnte dieser Ansatz nicht fir
diese Arbeit verwendet werden. Die Synthese wurde durch die Zugabe von Natriumchlorid
nach einem Bericht von FONG et al. (26) inhibiert. Sie berichteten tiber den Zusammenhang
zwischen NaCl-Konzentration und Carotinoidsynthese bei einem Arthrobacter-Stamm. Eine
ahnliche Korrelation konnte fur die analysierten S. xylosus-Stdmme beobachtet werden. Beide
Stamme wurden mit einer NaCl-Supplementierung von 2,5 %, 5% und 10 % getestet. Es
konnte nur eine geringe Reduktion der Zellpigmentierung bei 2,5 % NaCl-Zugabe beobachtet
werden. Bei 10 % NaCl-Addition zeigten Zellen beider Stamme keine Pigmentation mehr auf,
aber der hohe Salzstress hatte einen negativen Einfluss auf die Wachstumsrate. Folglich waren
diese beiden Konzentrationen nicht geeignet fiir die Hemmung der Carotinoidsynthese. Die 5-
%-ige NaCl-Supplementierung erreichte eine nahezu vollstdindige Hemmung der
Carotinoidsynthese im Stamm J70 bei niedrigen Wachstumstemperaturen. Dies ermdglichte es
uns, die Wirkung von Carotinoiden auf die biophysikalischen Zellmembranparameter bei
gleicher Wachstumstemperatur zu Uberprifen. Zuerst wurde eine mogliche Auswirkung der
NaCl-Supplementierung auf die Fettsdurezusammensetzung kontrolliert. Es konnte gezeigt
werden, dass die NaCl-Supplementierung nur einen geringen Einfluss auf die
Fettsdurezusammensetzung hatte (Tab. 13). Die berechneten WAMT-Werte indizierten einen
ahnlichen Grad der Fettsdure-abhéngigen Kalteadaptation, unabhdngig von den
Salzkonzentrationen. Dartiber hinaus konnte keine Beeintrachtigung der Wachstumsraten bei
einer 5-%-igen NaCl-Supplementation festgestellt werden.
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Abbildung 40: Auswirkung der Carotinoidsynthese-Inhibition auf Laurdan-GP (A) und TMA-DPH
Anisotropiewerte (B) in dem S. xylosus Stamm J70. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n = 3).
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Der verminderte Carotinoidgehalt in den supplementierten 10 °C Ansatzen zeigte einen
deutlichen Einfluss auf die Membranordnung und -fluiditat (Abb. 40). Die starke Induktion der
Membranordnung, verursacht durch die hohe Carotinoidkonzentration, ging vollstandig
verloren und resultierte in einen vergleichbaren Riickgang der Laurdan GP-Werte wie sie zuvor
fur die Carotinoid-freien Proben beobachtet werden konnte (Abb. 40A). Die TMA-DPH-
Anisotropiewerte zeigten die Konformitét des Phaseniibergangsmusters zwischen Carotinoid-
freien Proben, die bei 30°C und 10 °C gewachsen sind sowie der mit den NaCl-
supplementierten Kulturen (Abb. 40B). Dies fuhrte zu einer Verschlechterung der
Membranfluiditét bei niedrigen Temperaturen. Die NaCl-Supplementierung von Kulturen, die
bei 30 °C inkubiert wurden, bestatigte, dass die NaCl-Zugabe selbst keinen Einfluss auf die

Membranordnung und Fluiditét hatte.

3.3.8 Bestimmung der Zellfitness bei niedrigen Temperaturen als Mall der
Kalteanpassung mittels eines Gefrier-Auftau-Stresstests

Ein mehrstufiger Gefrier-Auftau-Stresstest sollte auch in diesem Fall das AusmaR der
Kaélteresistenz feststellen und gegebenenfalls eine Abhédngigkeit vom Carotinoidgehalt
aufdecken. Die Zellen wurden in der entsprechenden Wachstumsphase geerntet und

gewaschen. Fir die Ausgangskeimzahl wurde eine dekadische Verdiinnungsreihe erstellt und
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die restlichen Proben eingefroren (Abschnitt 2.1.3). Beide S. xylosus Stdmme zeigten eine
deutliche Reduktion der Lebendzellzahl nach einer Inkubation bei 30 °C im Vergleich zu den
10 °C Kulturen. Bei 30 °C reduzierte sich die Lebendzellzahl stetig bei jedem Gefrier-Auftau-
Schritt bis zu einer Log-Stufe von 1 beim Stamm DSM 20266" und 2 Log-Stufen bei J70. Die
stark pigmentierten 10 °C Kulturen wiesen, selbst nach dem dritten Gefrier-Auftau-Schritt,
keine relevante Reduktion der Lebendzellzahl auf. Zur Verifikation der Korrelation zwischen
Carotinoidkonzentration und der erhdhten Resistenz der Zellen gegeniiber einem Gefrier-
Auftau-Stress wurden ebenfalls NaCl-supplementierte J70 Kulturen diesem Test unterzogen.
Die NaCl supplementierten 10 °C Kulturen mit einer inhibierten Carotinoidsynthese verloren
ihre Resistenz und zeigten eine vergleichbare Reduktion der Lebendzellzahl wie die
entsprechenden 30 °C Kulturen mit entsprechend fehlender Carotinoidsynthese. Zuséatzlich
wurden 30 °C Kulturen des Stamms J70 mit NaCl supplementiert. Aufgrund der fehlenden
Carotinoidsynthese bei dieser Temperatur konnte der Einfluss des Salzstresses Uberpriift
werden. Die gezeigten Daten deuteten darauf hin, dass kein relevanter Einfluss des Salzstresses
auf die Gefrier-Auftau-Resistenz vorlag (Abb. 41).
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Abbildung 41: Gefrier-Auftau-Stresstest der untersuchten S. xylosus Stamme. Logarithmische
Reduktion der Lebendzellzahl der getesteten Stdamme DSM 20266" und J70 bei beiden
Wachstumstemperaturen. Zusatzlicher Stresstest mit 5-%-ig supplementierten J70 Kulturen.
Aufgetragen ist die logarithmische Reduktion nach 1 (weiR), 2 (hellgrau) und 3 (grau) Gefrier-Auftau-
Zyklen (je 24 h). Daten stellen einen Mittelwert dar (n =3 biologische Replikate). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.
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3.4 Auswirkung der Fettsdaure-unabhangigen Membranmodifikation durch
erhohten Carotinoidgehalt in Micrococcus Iluteus bei niedrigen
Temperaturen

Zuletzt werden die gewonnenen Ergebnisse zum Modellorganismus M. luteus dargestellt.
Hierbei standen weiterhin Carotinoide im Fokus einer Fettsaure-unabh&ngigen Kalteadaptation.
Zur Verfugung standen ebenfalls ein Lebensmittel-assoziiertes Isolat mit der Bezeichnung
Stamm J3 und als Referenzstamm wurde der nichstverwandte Typstamm DSM 203007
verwendet. Der Stamm J3 wurde aus einer Auswahl von acht verschiedenen lIsolaten, die zu
diesem Zeitraum in der Arbeitsgruppe isoliert worden waren, selektiert. Als Merkmal diente
der visuelle bestimmte Pigmentierungsgrad der Kolonien bei 30 °C und 10 °C. Dabei wies
Stamm J3 den deutlichsten Unterschied in der temperaturabhéngigen Pigmentierung auf. Im
Gegensatz zu den S. xylosus Stdammen zeigten alle M. luteus Stdmme bereits eine sichtbare
Gelbfarbung der Kolonien bei mesophilen Temperaturbedingungen. Das bot aber die
Mdglichkeit die temperaturabhangige Zusammensetzung der produzierten Carotinoide zu
untersuchen und zum Beispiel den Einfluss von verschieden polaren Carotinoiden auf die

Membraneigenschaften zu untersuchen.

3.4.1 Wachstumsverlauf der beiden untersuchten M. luteus Stamme bei 30 °C und 10 °C

Die Inokulation der Hauptkulturen und die Dokumentation des Wachstums erfolgte gemar der
Abschnitte 2.1.1.2 und 2.1.2.Die Daten der Abbildung 42 zeigen in arithmetischer Darstellung
den Wachstumsverlauf der beiden Stamme DSM 200307 und J3 bei den beiden verwendeten
Temperaturen, wobei hierbei der Zellertrag abgeleitet werden konnte. Die halb-logarithmische
Darstellung legte die Grundlage fir die Bestimmung der maximalen Wachstumsrate und die
Beurteilung der einzelnen Wachstumsphasen (Anhang 3). Bei 30 °C Wachstumstemperatur
zeigte der Stamm J3 im Vergleich zum Typstamm DSM 20030 ein besseres Wachstum auf.
Die halbstindige Lag-Phase ging in die exponentielle Wachstumsphase (ber, wobei eine
maximale Wachstumsrate von 0,58 h! erreicht wurde (Tab. 17), was einer Verdopplungszeit
von 1,2 h entsprach. Die maximale ODs25 nm 12,9 wurde nach 96 h erreicht und bildete sogleich
den Beginn der stationdren Phase. Beim Typstamm verdoppelte sich die Lag-Phase auf eine
Stunde. Der maximale Zellertrag mit ODe25 nm ~ 10,5 lag deutlich unter dem gemessenen Wert
fur den Stamm J3 und wurde ebenfalls nach 96 h erreicht.
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Abbildung 42: Arithmetische Darstellung des Wachstumsverlaufs von M. luteus DSM 20030 und J3
bei 30 °C und 10 °C. Inkubation fand unter aeroben Bedingungen statt. Datenpunkte stellen einen
Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Die Reduktion der Wachstumstemperatur &uferte sich insbesondere in einer Verringerung der
Wachstumsrate, die fir beide Stamme 0,05 h™! betrug. Das entsprach in etwa einer Verdopplung
alle 13,5 Stunden (Tab. 17). Entgegen der Erwartung wurde innerhalb des ersten Messintervalls
von 6 h fir beide Stdamme keine Lag-Phase detektiert (Anhang 3). Der Typstamm erreichte nach
195 h die stationare Phase und konnte mit einer maximalen ODs25nm ~10,5 denselben Zellertag
wie bei mesophilen Temperaturbedingungen erzielen. Der Stamm J3 erreichte die stationare
Phase zwar auch nach etwa 195 h, jedoch steigerte sich der Zellertrag im Vergleich zu 30 °C
um 10 % und betrug ODe2snm 14,2.
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Tabelle 17: Wachstumsraten und Verdopplungszeiten der untersuchten M. luteus Stamme.
Unterteilt nach den Wachstumstemperaturen von 30 °C und 10 °C in TSB-Medium. Daten stellen einen
Mittelwert dar (n =3 biologische Replikate). Das +-Zeichen reprasentiert die Standardabweichung.
Wachstumsunterschiede der beiden Stamme waren statistisch signifikant fir 30 °C (p < 0,01).

30°C 10°C
Stamm Wachstumsrate Verdopplungszeit Wachstumsrate Verdopplungszeit
(h™) (h) (h™) (h)
DSM 200307 0,53 0,01 1,31+0,03 0,05+ 0,00 13,44+ 0,15
3 0,58 +0,01 1,20 £ 0,03 0,05 +0,00 13,49+0,18

3.4.2 Fettsdureanalyse 30°C und 10°C als MaBB zur Fettsdure-abhdngigen
Membrananpassung in den beiden M. luteus Staimmen

Nachdem das Wachstum erfasst und die spét-exponentielle Wachstumsphase bestimmt werden
konnte, wurde die Fettsdure-abhangige Kalteadaptation der Zellmembran bestimmt. Die
Fettsduren wurden wie unter Abschnitt 2.2.1 beschrieben extrahiert, derivatisiert und mittels
GC-MS identifiziert.

Die Hauptfettsduren waren bei beiden untersuchten Stdmmen 15:0 anteiso und 15:0 iso
unabhéngig von der Temperatur (Abb. 43). Je nach Temperatur konnten verschiedene
Nebenfettsduren beobachtet werden. Die geséttigten, verzweigten Fettsduren waren unabhéngig
der Temperatur mindestens zu 90 % vertreten. Im Gegensatz zu den Fettsaureprofilen bei 10 °C
konnte bei 30 °C ein deutlicher Unterschied zwischen den Stdmmen beobachtet werden. Der
Typstamm DSM 203007 besaR mit 36 % der Fettsdaure 15:0iso und 40 % der Fettsdure
15:0 anteiso eine beinahe 1:1-Verteilung der beiden Hauptfettsauren. Bei Stamm J3 verschob
sich diese Verteilung bereits bei 30 °C zu Gunsten der Fettsaure 15:0 anteiso, sodass deren
Anteil mit 67 % 30 Prozentpunkte hoher lag im Vergleich zum Referenzstamm.
Dementsprechend fiel der Anteil der Fettsdure 15:0 iso mit 19 % niedriger aus. Auch die
Anteile der Nebenfettsdure waren bei beiden Stdimmen unterschiedlich. Bei Stamm J3 war nur
die Fettsdure 14:0 iso nennenswert vorhanden, wohingegen bei DSM 20300" daneben noch die

Fettsauren 14:0, 16:0 iso und 16:0 zu nennen waren.
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Abbildung 43: FAME Distribution von M. luteus als Saulendiagramm. Detektierte FAMEs mit einem
Mindestanteil von 1 % der beiden Stamme bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur. Datenpunkte
stellen einen Mittelwert dar (n=3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.

Die 10 °C Inkubation der Kulturen hatte folglich fiir den Referenzstamm eine deutlich groRere
Anderung zur Folge (Abb. 43). Die Fettsaure 15:0 anteiso war mit 70 bis 80 % die dominanteste
Fettsaure, was mit einer Reduktion des Anteils an der Fettsdure 15:0 iso einherging. Beide
Stamme zeigten einen leichten Anstieg zweier ungesattigter Fettsduren 16:1 cis 9 und 16:1 iso,
die zusammen ungefahr einen Anteil von 3 % erreichten. Beim Stamm J3 zeigte sich zusétzlich
noch eine Verdoppelung des Anteils der verzweigten Fettsaure 14:0 iso von 4 % auf 8 %.
Aufgrund der genannten Unterschiede besalRen beide Stdmme bei 10 °C einen &hnlichen
WAMT-Wert von ungefahr 30 °C. Das Wachstum bei 30 °C resultierte in divergenten WAMT-
Werten von 40 °C fir Stamm DSM 203007 und 33 °C fiir den Stamm J3 (Tab. 18).
Dementsprechend fiel die Fettsdure-abhangige Kalteadaptation fir den Referenzstamm
(AWAMT = 12,1 °C), verglichen mit Stamm J3 (AWAMT = 3,1 °C), deutlicher starker aus.
Eine quantitative Anderung des Fettsauregehalt bei den beiden Wachstumstemperaturen konnte
nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 18: FAME-Verteilung von M. luteus. Detektierte FAMEs der beiden Stimme DSM 200307 und
J3 bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n =3
biologische Replikate). Schmelztemperaturen der einzelnen Fettsaduren fiir die Berechnung der WAMT-
Werte wurde aus KNOTHE & DUNN (2009) entnommen. Das z*-Zeichen reprasentiert die
Standardabweichung.

Wachstumstemperatur

Stamm DSM 20300" 13
FAME (%) 10°C 30°C 10°C 30°C
13:0iso n.d. 0,3+0,0 0,3+0,1 n.d.
13:0 anteiso n.d. 0,2+0,0 0,9+0,1 0,3+0,1
14:0iso 0,7%0,2 4,8+0,2 82+1,2 4,4+0,1
14:0 0,4+0,1 581+0,2 0,6+0,1 1,0+0,2
15:0 iso 13,5+0,7 36,5%0,6 11,9+04 18,6 £0,3
15:0 anteiso 77,0129 40,1+1,0 72,1+2,0 67,3+1,2
16:1iso 1,1+0,4 0,1+0,0 1,5+0,2 n.d.
16:0 iso 2,2+04 55+0,1 2,710,3 5610,1
16:0 0,3+0,1 35+0,1 04+0,1 1,2+0,8
16:1cis 9 2,7 £0,6 1,4+0,1 0,2+0,2 0,2+0,2
17:0iso n.d. 0,2+0,0 n.d. n.d.
17:0 anteiso 0,8+0,3 0,8+0,1 0,1+0,1 1,1+0,0
WAMT (°C) 28,0 40,1 30,2 33,3
AWAMT (°C) 12,1 3,1

n.d. = nicht detektiert

3.4.3 Analyse des isoprenoiden Chinongehaltes in M. luteus

Fir die Analyse der isoprenoiden Chinone wurde nasses Zellmaterial aus der spat-
exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Wie unter Abschnitt 2.2.2 beschrieben, wurden
die Chinone nach einer modifizierten Methode von Hu et al. (1999) extrahiert, mittels SPE-
Saulchen aufgereinigt und chromatographisch mit einer HPLC qualitativ und quantitativ

determiniert. Fir diesen Modellorganismus diente dieser Punkt hauptséchlich, um bei einer
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maoglichen Carotinoid-abhangigen Kalteadaptation der Zellmembran eine Ko-Auswirkung

aufgrund erhéhter Chinonkonzentrationen bei niedrigen Temperaturen auszuschlieRen.
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Abbildung 44: Menachinonspektren und -gehalt in M. luteus. A: Darstellung der detektierten
Menachinonspektren der beiden M. luteus Stamme DSM 20300 und J3. Stellvertretend dargestellt
MK-8 und MK-8(H>) fir die jeweiligen detektierten Peaks. B: Gesamtchinongehalt (nmol/gzeiinasgewicht)
der beiden Stamme im spat-exponentiellen Wachstumsbereich bei 30 °C (grau) und 10 °C (weilR)
Wachstumstemperatur. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n=3). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.

Bei den beiden untersuchten M. luteus Stammen DSM 203007 und J3 konnten im Vergleich zu
den restlichen untersuchten Stammen die meisten Peaks detektiert werden. Bei Stamm J3
handelte es sich um fiinf Peaks bei 30 °C und vier Peaks bei 10 °C. Der Typstamm besal} sieben
Peaks bei 30 °C und vier Peaks bei 10 °C. Die Absorptionsspektren waren fur alle Peaks und
Proben bei beiden Wachstumstemperaturen identisch und zeigten die Menachinon-spezifischen
Peaks bei 248 nm, einen Doppelpeak bei 261 nm und 270 nm und einen breiten Peak bei circa
325 nm (Abb. 44). Hierbei wurden exemplarisch die Absorptionsspektren der grofiten Peaks
des jeweiligen Stammes dargestellt. Bei Stamm J3 konnten die funf Peaks detektiert bei 30 °C,
anhand ihrer relativen Retentionszeit zum verwendeten Standard VitaminKj, als MK-6(H2),
MK-7(H2), MK-8, MK-8(H2) und MK-9(H>) bestimmt werden (Tab. 19). Bei dem Hauptchinon
handelte es sich um MK-8(H2) mit 80 %. Die restlichen Menachinone hatten einen Anteil von
2-8 %. Die Reduktion der Wachstumstemperatur auf 10 °C hatte zur Folge, dass MK-6(H>)
nicht mehr detektiert wurde und sich der Anteil des Hauptchinons auf 87 % erhéhte. Der Anteil
an MK-9(H>) reduzierte sich von 8 % auf 3 % und der Anteil von MK-7(H) erhohte sich um

zwei Prozentpunkte auf 8 %.
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Tabelle 19: Qualitative Menachinonbestimmung von M. luteus. Retentionszeiten (RT) der
detektierten Peaks fiir die Stimme DSM 20300" und J3. Angegebene RT stellen einen Mittelwert dar
(n = 6). Als Standard wurde Vitamin K; verwendet mit einer gemittelten RT von 6,26 + 0,04 min. Das +-
Zeichen reprasentiert die Standardabweichung.

Peak- RT relativzu  Entsprechendes Anteil Anteil

Stamm  Nummer RT (min) Stamm Vitamin K, Menachinon 30°C(%) 10°C (%)

1 5,87 + 0,01 0,94 MK-5 2,2 n.d.
2 7,11+0,01 1,13 MK-6 2,6 n.d.
i 3 8,73 +0,01 1,39 MK-7 4,8 5,3
é 4 9,64 + 0,02 1,54 MK-7(H2) n.d. 4,6
S 5 10,97 0,04 1,75 MK-8 65,5 51,2
8 6 12,19 + 0,04 1,94 MK-8(H.) 16,1 38,9
7 14,02 + 0,01 2,24 MK-9(H,) 7,0 n.d.
8 15,63 + 0,02 2,50 MK-9(Ha) 1,8 n.d.
1 7,79 0,10 1,24 MK-6(H.) 4,6 n.d.
2 9,64 0,03 1,54 MK-7(H.) 5,9 8,0
o 3 10,97 + 0,04 1,75 MK-8 2,0 2,1
4 12,19 + 0,05 1,94 MK-8(H.) 79,3 87,0
5 15,63 + 0,07 2,50 MK-9(Ha) 8,1 2,9

n.d. = nicht detektiert

Der Typstamm wies eine abweichende Menachinon-Zusammensetzung im Vergleich zum
verwendeten Lebensmittelisolat J3 auf. Bei 30 °C wurden insgesamt sieben verschiedene
Menachinone identifiziert(Tab. 19). Dabei handelte es sich um MK-5, MK-6, MK-7, MK-
7(H2), MK-8, MK-8(H2), MK-9(H2) und MK-9(H4). Die Hauptchinone waren MK-8 mit einem
Anteil von 66 % und MK-8(H2) mit 16 %. Die restlichen Minorkomponenten besalRen einen
Anteil von 2-7 %. Die Inkubation bei niedrigen Temperaturen flihrte zu einer Reduktion der
Anzahl an detektierten Peaks auf vier. Bei den Hauptchinonen verdoppelte sich der Anteil an
MK-8(H2) auf 39 % wohingegen sich der Anteil an MK-8 auf 51 % reduzierte. Die beiden
Minorkomponenten MK-7 und MK-7(Hz) waren gleich stark vertreten mit je 5 %. Analog zu
den S.xylosus Stdmmen hatte die Inkubation bei 10 °C eine Reduktion des Gesamt-
Menachinongehaltes zur Folge. In Stamm J3 reduzierte sich der Menachinongehalt von
319,2 nmol/gzeiinaggewicht auf 215,9 nmol/gzeiinargewicht (Abb. 44). Im Typstamm war der
Menachinongehalt vergleichbar, dieser wurde bei 30°C mit 329,6 nmol/gzelinargewicht
quantifiziert und reduzierte sich auf 220,6 nmol/gzeiinaggewicht bei  der niedrigen
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Inkubationstemperatur. Fir beide Stdmme stellte das einen 33-%-igen Verlust des
Menachinongehaltes dar.

3.4.4 Carotinoidanalyse von M. Jluteus zur Bestimmung des potentiellen Fettsaure-

unabhangigen Kilteanpassungsmechanismus

Analog zu den S. xylosus Proben zeigten die Carotinoid-Extrakte der beiden M. luteus Stamme
DSM 200307 und J3 ebenfalls keine ausreichende Auftrennung anhand der C-18-RP-Séule
(Abb. 45). Sodass auch in diesem sowohl Fall die Quantifizierung als auch die Identifikation
an einer (UJHPLC samt C30-RP-Saule in Kooperation mit der AG Molekulare
Lebensmitteltechnologie erfolgte.
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Abbildung 45: Chromatogramm der M. luteus DSM 20030" Carotinoidauftrennung an einer C18-RP-
Sdule. HPLC-Analyse nach Abschnitt 2.2.3, Linie zeigt die Integration der aufgezeichneten Spektren bei
450 nm. Chromatogramme zeigen die Extrakte nach einer Inkubation bei 30 °C (A) und 10 °C (B).
Reprdsentativ fiir beide Stamme.

Die Extraktion und Auftrennung mittels (U)HPLC erfolgte wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben.
Die verbesserte Trennleistung ermoéglichte die Detektion der einzelnen Peaks und deren
Integration anhand der Basislinie. Reprasentativ fir beide M. luteus Stdmme wird in Abbildung
46 das Chromatogramm fiir Stamm DSM 200307 bei 30 °C Wachstumstemperatur gezeigt.
Peaks 1, 2 und 3 wurden in jedem Ansatz detektiert. Peaks 4, 5 und 6 variierten je nach Stamm
und Inkubationstemperatur (Tab. 20).
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Die Kolonien der beiden M. luteus Stdmme zeigten bei 30 °C bereits eine Pigmentierung auf,
die sich bei niedrigen Temperaturen zumindest fiir Stamm J3 nochmals visuell verstarkte. Dies
zeigte sich auch an den ermittelten Gesamtkonzentrationen. Beide Stdmme erreichten bei 10 °C
eine Carotinoidkonzentration von etwa 110 pg/Qzelitrockengewicht. Bei 30 °C reduzierte sich der
Gehalt fur den Typstamm DSM 20030" auf circa 81 g/gzelitrockengewicht (-27 %) und fiir den
Stamm J3 auf 49 pg/gzeitrockengewicht (-55 %). Anhand der Massenspektrometer gekoppelten
HPLC konnten flr alle Ansétze die ersten drei Peaks als Hauptcarotinoide identifiziert werden.
Dabei handelte es sich um die erwarteten Endprodukte Sarcinaxanthin und die entsprechenden
Mono- und Diglucosid-Derivate (NETZER et al., 2010). Von den restlichen Peaks konnte nur
Peak 5 als putatives Sarcinen identifiziert werden. Peak 4 und 6 konnten nur nach der
Inkubation bei 30 °C detektiert werden und besaRen dasselbe Absorptionsspektrum (Anhang

5), konnten jedoch nicht identifiziert werden.

25 4
=)
< 20 1
E
.515-
I
© 10 4 2
Bm 3
G ! 4 5
S 5
2 . 6
g o
5] k
= T Ll I = I . T J T Ll T . T d T s T . T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (h)

Abbildung 46: Chromatogramm der M. luteus DSM 20030" Carotinoidauftrennung an einer C30-RP-
Sdule. HPLC-Analyse nach Abschnitt 2.2.3 an einem (U)HPLC-System, Linie zeigt die Integration der
aufgezeichneten Spektren bei 450 nm. Chromatogramme zeigen die Extrakte nach einer Inkubation
bei 30 °C. Injektionsvolumen betrug 5 pl. Peaks 1, 2 und 3 wurden in jedem Ansatz detektiert. Peaks 4,
5 und 6 variierten je nach Stamm und Inkubationstemperatur (Tab. 20).

Die Temperaturreduktion &uBerte sich fiir den Stamm DSM 200307 in einer moderaten
Zunahme des polarsten Carotinoids Sarcinaxanthin-Diglucosid um 15 Prozentpunkt auf 35,6 %
und des vermuteten Sarcinens von 2,8 % auf 10,5 %. Ansonsten zeigten die Hauptcarotinoide
eine ahnliche Verteilung auf. Gleichzeitig konnten die unbekannten Peaks 4 sowie 6 nicht mehr
detektiert werden. Der Stamm J3 zeigte bereits bei 30 °C eine Verteilung der Hauptcarotinoide,
die mit der Carotinoiddistribution des Typstamm bei 10 °C vergleichbar war. Die
Temperaturreduktion hatte eine starke Verschiebung zum polarsten Carotinoid zur Folge.
Sarcinaxanthin besal einen Anteil von 86,2 % und das einfach glucosylierte Carotinoid konnte
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noch zu 10 % detektiert werden. Das underivatisierte Sarcinaxanthin verringerte seinen Anteil
von 17,6 % auf 3,6 %. Die Minorkomponenten waren im Stamm J3 kaum vertreten. Einzig das
unbekannte Carotinoid 1 konnte bei der 30 °C Inkubation mit einem Anteil von 1,8 °C
detektiert werden (Tab. 20).

Tabelle 20: Carotinoid-Zusammensetzung in % der M. luteus Stimme J3 und DSM 20030 bezogen
auf die Wachstumstemperatur. Chromatogramm, erhalten durch die HPLC-DAD-APCI-MSn. Die
Gesamtkonzentration der Carotinoide wird in (LUg/gzelitrockengewicht) dargestellt. N.d. = nicht detektiert,
unterhalb der Nachweisgrenze von 0,2 1g/8zelitrockengewicht. (N = 3 biologische Replikate). Das +-Zeichen
stellt die Standardabweichung dar.

Stamm DSM 20030" J3
Peak' - . . . o o o o
Nr Carotinoidanteil (%) tr (Min) UV 10°C 30°C 10°C 30°C
1 Sarcinaxanthin Diglucosid 4,403 35,6 20,6 86,2 40,3
5 Sarcmaxanthln 6,263 316 39.7 10,2 40,3
Monoglucosid
3 Sarcinaxanthin 8,540 22,3 28,0 3,6 17,6
4 Unbekanntes Carotinoid_1 9,333 n.d. 6,4 n.d. 1,8
5  Vermutlich Sarcinene 9,972 10,5 2,8 n.d n.d.
6  Unbekanntes Carotinoid_2 12,238 n.d. 2,5 n.d n.d.

Gesamt-Carotinoidkonzentration

108,1+9,7 81,2+9,7 112,6+18,6 49,2+5,5.
(l—lg/ gZeIItrockengewicht)

3.4.5 Bestimmung der Zellmembraneigenschaften, Membranordnung und -fluiditat in
M. luteus

Die vorherigen Ergebnisse zeigten eine relevante Reduktion des Menachinongehaltes
(Abschnitt 3.4.3) und eine leichte (Stamm DSM 20030") bis moderate (Stamm J3) Zunahme
der Carotinoidkonzentration (Abschnitt 3.4.4). Insbesondere der Stamm J3 zeigte eine
ausgepragte Verschiebung der Carotinoidzusammensetzung zum polarsten Carotinoid
Sarcinaxanthin-Diglucosid (Tab. 20). Die Sonden-abhéngigen Fluoreszenzmessungen sollten
auch in diesem Fall die Auswirkung dieser Fettsdure-unabhingigen Adaptation auf die
Eigenschaften der Zellmembran aufzeigen. Die beiden Parameter, Ordnung und Fluiditat der

Membran, wurden wie unter Abschnitt 2.3 beschrieben, bestimmt.
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Abbildung 47: Laurdan-GP Werte der getesteten M. luteus Stimme J3 und DSM 20030". Messbereich
von 5 °C bis 60 °C. Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.

In Abbildung 47 sind die Laurdan-GP Daten der Stimme DSM 20030" und J3 bei den beiden
untersuchten Wachstumstemperaturen dargestellt. Die Messung erfolgte in einem
Temperaturbereich von 5-60 °C. Wie erwartet zeigte sich fir den Stamm DSM 200307 ein
ahnlicher Kurvenverlauf fur beide Inkubationsbedingungen. Bei niedrigen Messtemperaturen
lag der maximale GP-Wert von 0,56-0,57 vor und implizierte eine sehr hohe Membranordnung.
Die Temperaturzunahme bis 30 °C &uferte sich in beiden Stdmmen in einer identischen
Reduktion des GP-Wertes auf circa 0,45. Die weitere Erwérmung des Probenhalters resultierte
in einer geringeren Abnahme der 10 °C Kulturen auf einen GP-Wert von 0,3 im Vergleich zu
den 30 ° inkubierten Kulturen, deren GP-Wert sich auf circa 0,25 reduzierte und somit einen
leicht hoheren Grad der Membranunordnung aufwies. Mdoglicherweise resultierte diese
Diskrepanz durch den Unterschied der Carotinoidkonzentration. Die 30 °C Kultur des Stamm
J3 zeigte einen nahezu identischen Verlauf mit den beiden zuvor beschriebenen Kurven des
Typstamms. Die Unterscheidung trat wiederum oberhalb der Messtemperatur von 30 °C auf.
Hierbei zeigte sich die starkste Abnahme des GP-Werts aller Ansétze auf 0,18. Dadurch zeigte
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sich, dass der Ansatz mit der geringsten Carotinoidkonzentration die starkste Zunahme des
Grades der Membranunordnung aufwies.

Die 10 °C inkubierten Ansatze des Stamms J3 zeigten ein teilweise unerwartetes Verhalten
bezlglich des GP-Wertes auf, denn die gemessenen GP-Werte bei niedrigen Temperaturen
waren mit 0,45-0,4 deutlich niedriger im Vergleich zu den restlichen Ansétzen. Aufgrund der
hohen Carotinoidkonzentration und dem hohen Anteil des polarsten Carotinoides wurde
ebenfalls eine sehr hohe Membranordnung analog zu den restlichen Ansétzen erwartet. Eine
mogliche Begrundung konnten die entsprechenden Absorptionsspektren bieten und werden
unter Abschnitt 4.2.8 diskutiert. Im Gegensatz zu den anderen Ansétzen zeigte sich zwischen
10 °C und 50 °C Messtemperatur beinahe keine Anderung des GP-Wertes und somit der
Membranordnung. Dies entsprach eher dem erwarteten Verhalten einer hohen
Carotinoidkonzentration (Abb. 47).

Entsprechend der Laurdan Messungen sind in Abbildung 48 die ermittelten TMA-DPH Werte
dargestellt, aus denen die direkte Beweglichkeit der Lipide abgeleitet werden kann. Die
M. luteus Ansdtze waren die Einzigen bei denen die Anisotropie bis zu einer Messtemperatur
von 60 °C ermittelt werden konnte. Alle Ansatze zeigten niedrige Anisotropie Werte zwischen
0,21 und 0,23 bei einer Messtemperatur von 5 °C auf. Im Vergleich mit den vorherigen
Ergebnissen konnte hieraus abgeleitet werden, dass hierbei eine stark fluide Zellmembran
vorlag. Beide Stimme zeigten eine geringe Anderung der Anisotropiewerte (iber den gesamten
Messbereich, wobei die Verbreiterung des Phasen(iberganges insbesondere bei dem Stamm J3
stark ausgeprégt war. Daraus resultierten minimale Anisotropiewerte von 0,21-0,19 bei 50-
60 °C Messtemperatur. Eine Auffélligkeit stellte der dhnliche Kurvenverlauf der jeweiligen
Stamm-spezifischen Anisotropiewerte dar. Fir den Stamm DSM 20030" fiel dabei die
Verschiebung um die y-Achse starker aus als fur den Stamm J3 und konnte durch die
verschiedenen Fettsaure-Distributionen der beiden Stdmme begriindet sein (Abschnitt 3.4.2).
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Abbildung 48: TMA-DPH Anisotropiewerte der M. luteus Stimme J3 und DSM 20030". Messbereich
von 5 °C bis 60 °C. Der Stamm J3 (10 °C) konnte nur bis 50 °C gemessen werden. Datenpunkte stellen
einen Mittelwert dar (n=3 biologische Replikate). Fehlerbalken repradsentieren die
Standardabweichung.

3.4.6 Differentielle Transkriptomanalyse zur Kalteanpassung von M. luteus J3

Die Genomsequenzen mit einer MindestgroRe von 500 bp wurden fiur die Assemblierung von
M. luteus J3 benutzt. Die Gesamtgrofie des Genoms war 3.092.389 bp und hatte einen GC-
Gehalt von 72,7 %. Das grofite Contig war mit 303.178 bp im Vergleich zu den anderen
Genomsequenzierungen deutlich kleiner. Im Schnitt waren die Contigs in diesem Fall kleiner,
was an der hohen Anzahl an kleineren Contigs sichtbar wurde. Es wurden 236 Contigs zwischen
1-5 kb und 1167 Contigs zwischen 0-1 kb gebildet. 15 Fragmente besalRen eine Mindestgrofie
von 50 kb. Das assemblierte Genom wurde in dem DNA-Sequenzarchiv GenBank gespeichert
(GenBank Accession number VXLG00000000). Der SPAdes Assembler prognostizierte 3142
einzigartige Gene, wobei 2714 Gene (>= 300 bp), 386 Gene (>= 1500 bp) und 37 Gene
(>= 3000 bp) eine entsprechende MindestgroRe aufwiesen. Fiir die Transkriptomanalyse wurde

aus der kompletten RNA-Extraktion nur die mRNA verwendet. Die sequenzierten Reads
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wurden auf das zuvor erstellte Genom gemappt. Die Annotation erfolgte mit Hilfe der RAST-
Server. Die Rohdaten der mRNA Sequenzierungen wurden im NCBI SRA mit der
Zugangsnummer PRINA566075 archiviert.

Die Anzucht bei niedrigen Temperaturen von M. luteus J3 duRerte sich in einer in situ Reaktion,
bei der 248 Gene hochreguliert und 118 Gene herunterreguliert wurden. Bei 1817 Genen
erfolgte keine temperaturabhéngige Anderung des Expressionsmusters (< 2 fold change). Die
fir diese Arbeit relevanten Gene und ihre Expressionsanderung wurden in der Tabelle 21
aufgelistet. Das entsprechende Operon crtEBIE2YgYhX, bestehend aus den einzelnen Gene der
Carotinoidsynthese in M. luteus J3, konnte dem Lokus mit den Gen-1Ds 1813-1820 zugeordnet
werden. Die einzelnen Gene erfuhren eine 1,3-2,1-fache Expressionssteigerung. Eine relevante
2,1-fache Expressionssteigerung zeigte nur die C50 Carotinoid Glucosyltransferase (Gen-1D
1820) auf. Direkt an die Carotinoidbiosynthese-Gene anschlielend, wurde eine putative
Nukleosid-di-Phosphat Epimerase entdeckt mit einer 3,8-fachen Expressionssteigerung bei
niedrigen Temperaturen. Mdglicherweise konnte es sich hierbei um ein Enzym handeln, das

aktivierte Zuckerreste fiir die Glucosylierung von Carotinoiden isomerisiert (Tab. 21).

Die Menachinonbiosynthese assoziierten men-Gene (menADEFG) zeigten teils relevante
Reduktionen der Expressionsrate (Gen-IDs 356, 359, 375, 1022, 1087). Als Referenzdatensatz
fir hochregulierte beziehungsweise herunterregulierte Gene bei niedrigen Temperaturen
wurden die Gene cspA (Gen-ID 1224), kodierend fur das Kalteschockprotein A, und einige
Hitzeschockproteine kodierende Gene (Gen-1Ds 1292, 1293, 1708, 2301, 2302, 2303)
ausgewahlt. Fir keines dieser Gene konnte eine relevante Expressionsanderung festgestellt
werden. Als Referenzgene, ohne eine erwartete Veranderung des Expressionsniveaus, wurden
zwei houskeeping-Gene gyrB (Gen-1D 1885) und secA (Gen-ID 489) aufgefiihrt, die keine
temperaturabhingige Anderung der Expression zeigten.
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Tabelle 21: Auswahl an differentiell exprimierten Genen von M. luteus J3. Anderungen der
Expressionsrate von Kalte-assoziierten Genen bei der Temperaturabsenkung von 30 °C auf 10 °C. Die
Transkriptomanalyse erfolgte im Dreifachansatz.

Gen ID Gen Name  Gen Beschreibung / Funktion Fold change

Carotinoidsynthese

1813 crte Geranylgeranyl Pyrophosphate Synthase 1,4
1814 crtB Phytoen Synthase 1,7
1815 crtl Phytoen Dehydrogenase 1,5
1816 Crte2 Lycopen Elongase 1,4
1817 crtYg C50 Carotinoid e-Cyclase_1 1,8
1818 crtYh Lycopen e-Cyclase Isoprenoidtransferase 1,3
1819 Hypothetisches Protein 1,7
1820 crtX C50 Carotinoid Glucosyltransferase 2,1
1821 Putative Nukleosid-di-Phosphat-Zucker Epimerase 3,8

Kalteschockproteine (Csps)
1224 CSpA Kalteschockprotein A 1,8
Menachinonsynthese
2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexen-1-

356 menD -1,1
carbonsdure-Synthase

359 menC O-Succinylbenzoat Synthase -1,9
374 menE 2-Succinylbenzoat-CoA-Ligase 1,4
375 menA 1,4-Dihydroxy-2-Naphthoate Polyprenyltransferase -1,1

2-Heptaprenyl-1,4-Naphthoquinone
1022 menG -1,9
Methyltransferase

1087 menF Menachinon-spezifische Isochorismate-synthase 1,3
Housekeeping-Gene (Kontrolle)

1885 gyrB DNA-Gyrase Untereinheit B -1,2

489 secA Proteinexport Cytoplasmaprotein SecA 1,2

Hitzeschockproteine (Hsps)

1292 groEs Co-Chaperon GroES (Hsp 60 Familie) -1,0
1293 groEL Chaperone GroEL_1 (Hsp 60 Familie) -1,4
2301 dnaJ Chaperon Dnal (Hsp40) 1,2
2302 grpE Hitzeschockprotein GrpE -1,2
2303 dnak Chaperon DnaK -1,4
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3.4.7 Bestimmung der Zellfitness bei niedrigen Temperaturen als Mall der
Kalteanpassung mittels eines Gefrier-Auftau-Stresstests

Die Reduktion der Lebendzellzahl durch den Gefrier-Auftau-Stresstest wurde als
Logarthitmische Reduktion der KbE/ml dargestellt (Abb. 49). Beide Stdmme zeigten bei beiden
Temperaturen nach dem letzten Gefrier-Auftau-Schritt eine geringe Reduktion der
Lebendzellzahl (< Log 1). Fir den Typstamm fiel die Reduktion im Vergleich zum Stamm J3
insgesamt etwas starker aus. Weiterhin fiihrte die 30 °C Kultivierung zu einem leicht héheren
Zellzahlverlust. Die 10 °C Kulturen zeigten nach dem ersten Schritt eine Reduktion von
0,25 Log-Stufen auf, welche sich im Verlauf nur leicht erhohte und nach dem letzten Schritt
einer Reduktion von 0,4 Log-Stufen entsprach. Im Vergleich dazu startete die 30 °C Kultur mit
einer vergleichbaren Reduktion zu Beginn mit 0,27 Log-Stufen, zeigte aber daraufhin eine
starkere Abnahme der Lebendzellzahl mit jedem weiteren Gefrier-Auftauschritt. Zuletzt wurde
eine Reduktion von 0,74 Log-Stufen im Vergleich zur Ausgangskeimzahl verzeichnet. Im
Stamm J3 zeigte sich ebenfalls ein leicht verbessertes Resistenzverhalten der niedrig
temperierten Kulturen im Vergleich zu einer Inkubation bei 30 °C. Dessen Lebendzellzahl
zeigte nach dem ersten Schritt beinahe keine Reduktion auf (Log 0,01). Jeder weitere Gefrier-
Auftau-Schritt erhohte leicht die Reduktion auf Log 0,15 nach 48 Stunden und final auf
Log 0,24.
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Abbildung 49: Gefrier-Auftau-Stresstest von M. luteus. Die Reduktion der Lebendzellzahl der beiden
M. luteus Stamme DSM 20300" und J3 bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur. Es wurde je ein
Gefrier-Auftau-Schritt alle 24 Stunden durchgefiihrt. Daten stellen einen Mittelwert dar (n=3).
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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3.5 ANI Analyse

Aufgrund der teilweise unterschiedlichen Ergebnisse fur die jeweiligen Lebensmittelisolate und
der entsprechenden Referenzstamme, wurde eine ANI-Analyse (Abschnitt 2.4.5) durchgefihrt
um die Spezieszugehdrigkeit zu verifizieren. Hierfur wurden die Genome, die zuvor fir die
differentielle Transkriptomanalyse erstellt worden sind (Abschnitt 2.3.4), mit entsprechenden
Referenzgenomen verglichen. Diese wurden von dem Nukleotidsequenzarchiv GenBank

bezogen.

Das S. xylosus J70 Genom wurde mit dem Genom des Typstamms DSM 20266" mit der NCBI
Reference Sequence NZ LT963439.1 (BioProject PRJEB22856) verglichen. Die beiden
Genome besallen eine Grolke von 2,8 Mb. Im Durchschnitt betrug die angelagerte Lénge
1,9 Mb, womit 68 % des Genoms des Stamms J70 und 69 % von DSM 202667 abgedeckt
wurde. Der OrthoANIu Wert betrug 98,0%, womit die Spezieszugehorigkeit des Stamms J70

zu S. xylosus bestétigt werden konnte.

Fur M. lutetus J3 wurde zur Verifikation das Genom von DSM 20030" mit der NCBI Reference
Sequence NC_012803.1 (BioProject PRINA20655) gewahlt. Mit 2,5 Mb war das Genom des
Typstamms circa 0,5 Mb kleiner im Vergleich zum Genom des Stamms J3 (Abschnitt 3.4.6).
Im Durchschnitt betrug die angelagerte Lange 1,6 Mb, womit 55 % des Genoms des Stamms
J3 und 62 % von DSM 200307 abgedeckt wurde. Der OrthoANIu Wert betrug 97,3%

verifizierte somit die Spezieszugehdrigkeit des Stamms J3 zu M. luteus.

Das P. glucanolyticus J12 Genom wurde mit dem Genom des Typstamms DSM 51627 mit der
NCBI Reference Sequence NZ_CP015286.1 (BioProject PRINA309413) verglichen. Die
beiden GenomgréRen betrugen 6,5 Mb fiir Stamm J12 und 5,9 Mb fir DSM 51627, Im
Durchschnitt betrug die angelagerte Grofl3e 4,3 Mb, womit 66 % des Genoms des Stamms J12
und 73 % von DSM 51627 abgedeckt wurde. Der OrthoANIu Wert betrug 99,4% und konnte

ebenfalls die Zugehorigkeit des Stamm J12 zur Spezies P. glucanolyticus bestatigen.

Fur L. monocytogenes FFH wurde ebenfalls der Typstamm DSM 206007, mit der NCBI
Reference Sequence: NZ LT906436.1 (BioProject PRJEB6403), zum Vergleich
herangezogen. Fir beide Genome, mit der GroRe von 2,9 Mb, resultierte die durchschnittliche

Anlagerungslange von 1,5 Mb in einer 63-%-igen Genomabdeckung. Der OrthoANIu Wert
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betrug 95,0 %, und lag somit genau an der unteren Grenze der Spezieszugehdrigkeit. Folglich
wurden Genome von weiteren L. monocytogenes Stdmmen und zweier nahverwandter Listeria
Spezies verglichen. Die nachfolgenden Genome besalien ebenfalls eine Grélie von 2,9 bis
3,0 Mb. Die durchschnittlichen AnlagerungsgroRen waren mit 1,8 bis 2,0 Mb ebenfalls
vergleichbar und resultierten in den entsprechenden prozentualen Abdeckungen. Der néchste
Vergleich des Genoms von Stamm FFH erfolgte mit dem unter GenBank angefihrten
Referenzstamm EDG-e, mit der NCBI Reference Sequence: NC_003210.1 (BioProject
PRINA276) und resultierte in einem OrthoANIu Wert von 94,9 %. Dies lag ebenfalls knapp an
der Speziesgrenze. Die ANI-Analyse mit den zwei né&chstverwandten Listeria-Spezies
L. innocua, mit dem Genom des Stamms Clip11262 mit der NCBI Reference Sequence
NC_003212.1 (BioProject PRIJNA86), und L.ivanovii, mit dem Genom des Stamms
NCTC11007 mit der NCBI Reference Sequence: NZ_LT906466.1 (BioProject PRIEB6403),
resultierte in einem OrthoANIu Wert von 88,6 % respektive 82,9 %. Somit konnte
ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem Stamm FFH um eine nahverwandte Listeria-
Spezies handelt. Gleichzeitig wurde anhand der vorherigen Ergebnisse verdeutlicht, dass
Genome der Spezies L. monocytogenes eine deutliche Varianz aufweisen, die der ANI-Analyse
nach eine differente Spezies implizieren konnte. Zuletzt wurde das Genom von FFH mit
weiteren L. monocytogenes Stdmmen des Serovars 4b aus klinischen Quellen untersucht.
Darunter befand sich ebenfalls der in dieser Arbeit untersuchte Stamm ATCC 19115 sowie der
Stamm F2365, der bei einem Listerioseausbruch im Jahr 1985 isoliert wurde. Hierbei wurden
OrthoANIu Werte von 99,5 % fir Stamm ATCC 19115 und 99,6 % fiir den Stamm F2365

bestimmt.
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4 Diskussion

Die Kélteanpassung von Bakterien stellt einen wichtigen Anpassungsmechanismus dar, der das
Wachstum und Uberleben der Mikroorganismen in circa 80 % der Biosphare ermdglicht
(RUSSELL, 1990; RODRIGUES & TIEDJE, 2008; MARGESIN & MITEVA, 2011). Weiterhin ist die
Kélteadaptation auch von Bedeutung fir die angewandte Biotechnologie,
Lebensmittelmikrobiologie und Lebensmittelsicherheit (Abschnitt 1). Im Rahmen der
Kélteadaptation nimmt die Anpassung der Zellmembran eine entscheidende Rolle ein, denn sie
grenzt zum einen die Zelle von der Umgebung ab und zum anderen sind viele Zellfunktionen

mit der Membran assoziiert (Abschnitt 1.2).

Dem aktuellen Stand der Forschung nach wird die Membrananpassung an niedrige
Temperaturen von der Anderung der Fettsaurezusammensetzung bewerkstelligt (SINENSKY,
1974; ZHANG & RoCK, 2008). Dieses System wurde bereits mehrere Jahrzehnte lang erforscht
und bietet eine etablierte Funktionsbeschreibung der Zellmembranadaptation an sich stetig
verandernde Umgebungsfaktoren wie zum Beispiel Druck, pH-Wert und auch Temperatur. Bei
niedrigen Temperaturen werden Fettsduren mit geringeren Schmelztemperaturen in die
Membran inkorporiert, um somit die Fluiditat (Lipidmobilitat) und die verbundenen Membran-
abhangigen Prozesse aufrechtzuerhalten (Abschnitt 1.2; RUSSELL, 1984; ZHANG & ROCK,
2008). Abhangig von der Art der jeweiligen Fettsduremodifikation, verlangt die Anpassung
eine Modifikation von bereits vorhandenen Fettsduren (zum Beispiel Einbringung einer
Doppelbindung durch Desaturasen; AGUILAR et al., 1998; WEBER et al., 2001) oder in den
meisten Fallen (Anderung der Kettenlange oder des Verzweigungsgrades) eine de novo
Synthese der entsprechenden Lipide. Der letztere Punkt stellt jedoch einen energieintensiven
Prozess dar (ZHANG & RoOCK, 2008). In Anbetracht der geringen Generationszeit von Bakterien
wéhrend der exponentiellen Wachstumsphasen sollte die stetige Neusynthese der Lipide keinen

nennenswerten Nachteil darstellen, da Biomasse fortwahrend neu aufgebaut wird.

Einen anderen Weg der Membranadaptation wurde fiir eukaryotische Zellen beschrieben. In
diesem Fall wird der Schmelzpunkt nicht nur durch die Verwendung verschiedener Fettsauren
variiert, sondern der Phasenubergang durch den Einbau von Sterolen wie zum Beispiel
Cholesterol oder Ergosterol stark verbreitert (HAZEL, 1995; MOURITSEN & ZUCKERMANN,
2004). Dabei sind diese lipophilen Molekile allgemein in relativ grof3en Konzentrationen von
20 bis 40 mol% in eukaryotischen Plasmamembranen enthalten, fehlen aber in bakteriellen
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Membranen. Dadurch wird virtuell der Schmelzpunkt verringert, womit eine ausreichende
Membranfluiditdt bei niedrigen Temperaturen vorliegt und zeitgleich eine mechanische
Robustheit der Membran gewéhrleistet wird (Abb. 2; CROCKETT, 1998; ABE & HIRAKI, 2009;
LINGwoOD & SIMONS, 2010). Dieser Phasenzustand wird auch L, (liquid ordered) genannt,
wobei durch die Einlagerung der lipophilen Stoffe die Membranordnung verstérkt wird, aber
ungleich des S, Zustandes trotzdem die laterale Mobilitat der Lipide erhalten bleibt und die

Membranfunktionen nicht beeintrachtigt werden (Abschnitt 1.2).

In dieser Dissertation wurde untersucht ob eine analoge Fettsdure-unabhangige
Membranmodifikation an niedrige Temperaturen in Bakterien vorliegen konnte. Diese
Arbeitshypothese wurde von verschiedenen unabhangigen Beobachtungen unterstitzt
(Abschnitt 1.3). Abseits der Kélteanpassung konnte bereits gezeigt werden, dass von auf3en
zugefuhrte lipophile Molekile in die Zellmembran integriert werden kdnnen und so eine
Anderung der Membranfluiditat bewirken. Dabei reagierten die untersuchten Mikroorganismen
mit einer stabilisierenden Fettsduremodifikation. ULTEE et al. (2000) konnten diesen
Zusammenhang fir Carvacrol, einem Bestandteil von Oregano und Thymian, in Bacillus cereus
zeigen. Nach HUFFeR et al. (2011) hat der bekannte fluidisierende Effekt von Alkoholen
ebenfalls eine stabilisierende Anpassung der Membran Uber die Fettsduremodifikation zur

Folge.

4.1 Auswirkung und Funktionsweise von isoprenoiden Chinonen als
Fettsaure-unabhdngige Kalteadaptation der Zellmembran

Fur diese Stoffgruppe standen die beiden Spezies L. monocytogenes und P. glucanolyticus im
Fokus. Das deutlich breitere Temperaturfenster fur das Wachstum der Listerien (FARBER &
PETERKIN, 1991; Ko et al., 1994) ermdglichte eine Untersuchung bei extremeren Temperaturen
durchzufiihren. Fir die Untersuchungen mit L. monocytogenes wurden insgesamt 10
verschiedene Stdmme verwendet. Bei acht Stammen handelte es sich um Isolate aus
verschiedenen gekuhlten Lebensmitteln wie gerducherter Lachs und Hackfleisch (Abschnitt
2.1.1). Zusatzlich wurden die Stimme DSM 20600" und ATCC 19115 aus Kultursammlungen
als Referenz verwendet. Der Stamm ATCC 19115 zeigte dabei in vorherigen Publikationen
eine geringere Auspragung der Fettsdureadaptation bei niedrigen Temperaturen auf (NEUNLIST
et al., 2005). Diese hohe Anzahl an Isolaten erlaubte es eine feinere Abstufung der Fettsaure-
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unabhéngigen Kaélteadaptation innerhalb einer Spezies zu untersuchen. Fur P. glucanolyticus
wurde der Stamm J12 gewahlt, bei dem bereits in vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe ein
erhdhter Menachinongehalt bei niedrigen Temperaturen verzeichnet werden konnte. Weitere
Untersuchungen beziglich der Fettsaure-unabhéngigen Adaptation wurden nicht betrachtet
(DERICHS, 2015). Der Stamm J12 wurde von der Innenverkleidung eines Kuhlschranks isoliert
(Abschnitt 2.1.1).

4.1.1 Wachstumsverhalten der untersuchten L. monocytogenes und P. glucanolyticus
Stamme

Die mesophile Inkubationstemperatur fiir die Listeria Stamme betrug 37 °C und wurde fir den
Kéltestress auf 6 °C reduziert. Die Bebrutung erfolgte unter aeroben Bedingungen (Abschnitt
2.1.1). Bei 37 °C zeigten alle Stamme bis auf den Typstamm DSM 206007 ein fast identisches
Wachstumsverhalten bei der keine Lag-Phase vorlag und die maximale ODe2snm ~ 3 hach etwas
mehr als flnf Stunden erreicht wurde (Abb. 9). Die maximale Wachstumsrate betrug circa 1 h-
! und entsprach einer Verdopplung alle 42 Minuten (Tab. 6). Damit gleichen diese
Wachstumsdaten der Publikation von AUGUSTIN & CARLIER (2000), bei der aus einem
Probenumfang von n =805 pop-Werten der Median von 1,016 h' bestimmt wurde.
Entsprechend der Wachstumsmodelle von DuH & SCHAFFNER (1993) sollte bei dieser
Temperatur keine Lag-Phase vorhanden sein. Der Typstamm DSM 20600 wich von diesen
Literaturwerten in mehreren Punkten ab. Zum einen wurde eine halbstindige Lag-Phase
detektiert und die maximale Wachstumsrate betrug nur 0,75 ht, was einer Verdopplung alle
54 min entsprach.

Die Reduktion der Temperatur hatte eine deutliche Abnahme der Wachstumsraten zur Folge.
In diesem Fall konnte keine signifikante Unterscheidung der Stamme detektiert werden, sodass
bei allen Stammen die maximale Wachstumsrate 0,05 h*! betrug und eine Verdopplung im
Schnitt alle 14 h auftrat (Tab. 6). Diese circa 20-fache Reduktion der Wachstumsrate bei einer
Temperaturreduktion auf 6 °C entspricht ebenfalls den Literaturdaten (AUGUSTIN & CARLIER,
2000). Fir die Lebensmittelisolate konnte eine 30-%-ige Steigerung des Zellertrages bei
Temperaturreduktion beobachtet werden (Abschnitt 3.1.1). Der spéat-exponentielle
Erntezeitpunkt wurde zu deutlich unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht. Diese Variation
begrundete sich in stark variierenden Dauern der Lag-Phasen (Abb. 10). Die Stdamme Iso 11/13,

FFL 1, FFL 11, 1B und 3B zeigten keine Lag-Phase auf und erreichten die maximale ODe25 nm
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nach ~60 h. Dieses Verhalten entsprach nicht den Literaturwerten von DUH & SCHAFFNER
(1993), deren Wachstumsmodell bei dieser Temperatur eine circa 30-stindige Lag-Phase
prognostizierte. Die beobachteten Lag-Phasen von 20 h (Stamm ATCC 19115), 30 h (Stamme
FF 127 und FF 141) und 40 h (DSM 20600") hingegen waren vergleichbar mit den genannten
Wachstumsmodellen. Diese Ergebnisse implizierten eine tendenziell bessere Kéalteanpassung
der Stdimme Iso 11/13, FFL 1, FFL 11, 1B und 3B.

Bei dem zweiten Modellorganismus zeigten beide untersuchten Stdmme ein identisches
Wachstumsverhalten bei den Wachstumstemperaturen von 30 °C und 10 °C auf (Abb. 24). Die
Wachstumsrate von 1,1 h?' reduzierte sich um das circa 20-fache auf 0,05h? bei
Temperaturabsenkung. Gleichzeitig konnte aber ein 25 % hdherer Zellertrag, basierend auf der
ODe2s5 nm, gemessen werden. Unabhédngig der Temperatur trat keine Lag-Phase auf (Anhang 2).
Entgegen der publizierten Minimaltemperatur von P. glucanolyticus von 17 °C (ALEXANDER
& PRIEST, 1989) konnte in dieser Arbeit ein eindeutiges Wachstum bei 10 °C festgestellt
werden. Weitere Literaturdaten flr die Einordnung der eigenen P. glucanolyticus Daten waren

nicht vorhanden.

Beide Spezies zeigten deutlich hohere Wachstumsraten bei mesophiler Wachstumstemperatur
auf. Da beide gewahlten Inkubationstemperaturen tber 20 bis 25 °C lagen, handelt es sich bei
diesen Stammen laut Definition (Abschnitt 1) nicht um strikte psychrotolerante Bakterien. Wie
bereits beschrieben (MARGESIN, 2009; SEEL et al., 2016), stimmt die Temperatur bei der die

maximale Wachstumsrate und der maximale Zellertrag erreicht werden, nicht tberein.

4.1.2 Serovar-Bestimmung der L. monocytogenes Stamme

Die Serovarbestimmung ermdglichte eine weitere Unterteilung der 10 untersuchten
L. monocytogenes Stamme vorzunehmen. Anhand dessen sollte eine mdgliche Serovar-
spezifische Differenzierung der Kélteadaptation der Membran untersucht werden, woraus eine
mdogliche Korrelation von verschiedenen Kélteadaptationsmechanismen mit der Pathogenitat
bestimmter Serovaren abgeleitet werden kdnnte. L. monocytogenes besitzt verschiedene
Zelloberflachen-Antigene, anhand derer eine Subdifferenzierung der Spezies in 13 Serovare
beziehungsweise Serotypen erfolgt. Die somatischen (O-Faktor) Antigene leiten sich zum Teil
von verschiedenen Teichonsduren der Mureinschicht ab, wohingegen Flagellenproteine (H-
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Faktor) die zweite zu differenzierende Oberflachenstruktur darstellen (MCLAUCHLIN & REES,
2009). Die 13 Serovare werden in mindestens drei evolutionare Linien (englisch evolutionary
lineages) zusammengefasst, wobei die Reihenfolge der evolutiondren Linien je nach
Publikation variieren kann. Nach ORsi et al. (2011) weisen dabei Erreger der Linie | die hdchste
Pathogenitét auf und sind somit fiir 98 % der epidemischen Infektionen verantwortlich. Dazu
gehoren die Serovare 1/2b, 3b, 3c und 4b, wobei der Serotyp 4b die stérkste Virulenz aufzeigt
und flr die meisten invasiven Formen der Listeriose verantwortlich ist (FARBER & PETERKIN,
1991; BUCHRIESER et al., 1993; EVANS et al., 2004; Nelson et al., 2004). Mit abnehmendem
pathogenem Potenzial werden die Serotypen 1/2a, 1/2c, und 3a in Linie Il und Serotypen 4a,
4b und 4c in Linie 111 eingruppiert. Die haufigste Prdvalenz im Lebensmittel zeigt die Linie 11,
dabei insbesondere der Serotyp 1/2a, wohingegen die pathogenste Varianz 4b deutlich seltener
detektiert wird (DoumITH et al., 2004a; ORsi et al., 2011). Fasst man L. monocytogenes Isolate
aus Lebensmitteln und Patienten zusammen, so wurden zu 95 % die Serovare 1/2a, 1/2b, 1/2c
und 4b identifiziert (TAPPERO et al., 1995; GRAVES et al., 1999). Fir die Serovarbestimmung
mittels PCR wurden die drei Serolinien, basierend auf dem variablen Gengehalt, in funf

phylogenetische Gruppen unterteilt (DoumITH et al., 20044, b).

Von den 10 untersuchten Stdmmen konnten vier Stdmme, FF 127, FF 141, ATCC 19115 und
FFH der Gruppe 1.1 (4b, 4d und 4e) zugeteilt werden. Die restlichen Stimme DSM 206007,
FFL 1, FFL 11, 1B, 3B und Iso 11/13 zeigten eine Genkombination spezifisch fiir Gruppe 1.1
(1/2a, 3a) auf (Abschnitt 3.1.2). Aufgrund der zuvor genannten Prévalenz bestimmter Serovare
in Lebensmitteln und Patienten, handelte es sich mit grof3er Wahrscheinlichkeit um die beiden
Serovare 4b und 1/2a. Dies konnte zumindest fir die hinterlegten Stimme ATCC 19115 und
DSM 206007 in den entsprechenden Stammsammlungen bestitigt werden. Dabei zeigte sich
eine tendenzielle Korrelation zwischen der Auspragung der Fettsaure-unabhangigen
Kélteadaptation mittels Menachinonen und der zugehdrigen Serotypen. Mit Ausnahme des
Typstamms DSM 206007 zeigten alle vermeintlichen 4b Stamme (FFH, ATCC 19115, FF 127
und FF 141) die hochsten, beziehungsweise hohere Menachinonkonzentrationen, als die
restlichen Stamme der vermeintlichen Serogruppe 1/2a (Abschnitt 3.1.4). Da der Serotyp 4b
hauptsachlich in Ausbriichen der invasiven Listeriose detektiert wird (FARBER & PETERKIN,
1991; BUCHRIESER et al., 1993; Nelson et al., 2004), stellt sich die Frage inwieweit der
Mechanismus der starkeren Menachinoninkorporation als Kalteanpassung die intrazellulére
Infektion beginstigen konnte. Eine naheliegende Annahme ware, dass aufgrund des

verbreiterten Phaseniiberganges und der hheren Membranrigiditét (vergleiche Abschnitt 3.1.5)
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die Funktionalitat der Membran-assoziierter Prozesse und die Integritat der Zelle tber einen
grolen  Temperaturbereich  verbessert wird. Somit konnten die Zellen den
Temperaturunterschied zwischen gekihlten Lebensmitteln und dem Wirtskdrper besser
bewaltigen. Zudem schutzt eine stark geordnete und kondensierte Membran vor der
Immunabwehr, wie bereits fur Carotinoide in Staphylococcus aureus gezeigt (MISHRA et al.,
2011; KOSSAKOWSKA-ZWIERUCHO et al., 2016).

4.1.3  Stressresistenz gegeniiber multiplen Gefrier-Auftau-Schritten

Wie einleitend beschrieben, stellen niedrige Temperaturen eine Herausforderung fir die
meisten Zellbestandteile und -prozesse dar. Mit dem Ergebnis, dass auf vielen Ebenen eine
Kélteadaptation erfolgt. In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Anpassung der Membran,
dementsprechend konnten nicht alle mdglichen Anpassungsmechanismen an die Kalte beurteilt
werden. Da die Wachstumsrate und der Zellertrag eine Gesamtheit der Zellprozesse
beschreiben, ist dabei nicht gewahrleistet, dass die Qualitat der Membranadaptation hierdurch
unbedingt abgeleitet werden konnte. So kdnnten zum Beispiel bestimmte Enzymkinetiken den
limitierenden Faktor fur die maximale Wachstumsrate darstellen. Folglich wurde zusatzlich ein
Kéltestresstest durchgefiihrt, der einen weiteren Beurteilungsparameter erlauben sollte. So
konnte WOUTERS et al. (1999) mit Hilfe eines mehr-zykligen Gefrier-Auftau-Stresstestes

Unterschiede in der Kélteadaptation von Streptococcus thermophilus feststellen.

Die Ergebnisse fur die 10 untersuchten L. monocytogenes Stamme des Gefrier-Auftau-
Stresstests sind in der Abbildung 21 zusammengefasst dargestellt. Das unterschiedliche
Ausmald der Fettsdureprofilanpassung der verschiedenen Isolate war nicht mit einer erhéhten
Suszeptibilitat gegenuber Stressfaktoren der Gefrier-Auftau-Zyklen korreliert. Es zeigte sich,
dass alle Lebensmittelisolate eine vergleichbar hohe Resistenz, unabhdngig von ihrer
Adaptationsfahigkeit Uber die Fettsdureverschiebung oder der Menachinonkonzentration,
gegenuiber Gefrier-Auftau-Zyklen besalien. Im Gegensatz dazu zeigten die beiden Stdimme aus
Kultursammlungen DSM 206007 und ATCC 19115 eine deutlich héhere logarithmische
Reduktion der Lebendzellzahl. Beide Stamme erreichten nach drei Zyklen eine Reduktion von
etwa 3 Log-Stufen (Abb. 21). Beide Referenzstdmme wurden vor Jahrzehnten aus Saugetieren
isoliert (MURRAY et al., 1926; SEELIGER, 1961). Die unterschiedlichen Isolationsquellen sowie
eine lange Depositionszeit in Kultursammlungen konnen diese erhohte Anfalligkeit
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verursachen. Weiterhin konnte mit Hilfe der ANI-Analyse des lIsolat-Stamms FFH eine
Zugehorigkeit zur Spezies L. monocytogenes bestdtigt werden, sodass der gezeigte

abweichende Phanotyp nicht durch unterschiedliche Spezies bedingt wurde.

Genauso wie flr die Listeria Isolate konnte auch fir beide P. glucanolyticus Stamme keine
Korrelation zwischen der Auspragung der Kéalteadaptation der Membran und der Resistenz
gegenuiber Gefrier-Auftau-Zyklen beobachtet werden (Abb. 30). In diesem Fall wurde der
Stresstest mit Kulturen bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur durchgefuhrt. Wie bei
WOUTERS et al. (1999) konnte man erkennen, dass die Anzucht bei niedrigen Temperaturen das
Uberleben der Zellen nach den mehrfachen Gefrier-Auftau-Schritten verbessert. Am
deutlichsten zeigte sich das anhand des Typstammes DSM 51627, dessen logarithmische
Reduktion nach drei Zyklen von 7 Log-Stufen nach der Inkubation bei 30 °C auf 4 Log-Stufen
nach der Inkubation bei 10 °C reduzierte. Damit lag die Verbesserung der Uberlebensrate in
derselben GrélRenordnung wie sie von WOUTERS et al. (1999) fir Streptococcus thermophilus,
ebenfalls mit einer Differenz von drei Zehnerpotenzen, beschrieben wurde. Der Unterschied
der Inkubationstemperatur zeigte sich in dem Lebensmittel-assoziierten Isolat J12 deutlich
geringer. In diesem Fall betrug der Unterschied zwischen den Temperaturen nur eine
Zehnerpotenz, sodass sich die Reduktionsraten von circa 5 Log-Stufen nach einer Inkubation
bei 30 °C auf 4 Log-Stufen nach der Inkubation bei 10 °C reduzierten. Die stationdren 10 °C
Ansitze des Stammes J12, die sich durch eine Verdopplung des Menachinongehaltes
auszeichneten, zeigten keine Verbesserung der Uberlebensfahigkeit gegeniiber dem Gefrier-
Auftau-Stress im Vergleich zu den exponentiell-geernteten Zellen (Abschnitt 3.2.3; Abschnitt
3.2.6).

Mit den Daten der beiden Modellorganismen, hinsichtlich der Stressresistenz bei Gefrier-
Auftau-Zyklen, konnten wiederum zwei tibereinstimmende Erkenntnisse gezogen werden. Zum
einen scheint die Verbesserung der Membraneigenschaften, die durch den erhéhten
Menachinongehalt bei niedrigen Temperaturen auftritt (Abschnitt 3.1.4, 3.2.4), nicht mit dem
Gefrier-Auftau-Stresstest zu korrelieren. Das konnte darin begrindet sein, dass andere
Gefrierschaden, abseits der Schadigung der Membran als Permeabilitatsbarriere, in diesem
Zusammenhang eine gréRere Auswirkung auf die Uberlebensrate haben (RAY & SPECK, 1973;
JAY etal., 2005). Zum anderen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine lange Aufbewahrung
in Stammsammlungen zum Verlust bestimmter Mechanismen fiihrt, die in einer schlechteren

Anpassung an spezifische Umweltfaktoren resultiert. In beiden Féllen zeigten die Stdmme aus
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Kultursammlungen deutliche Nachteile gegeniiber den jungeren Lebensmittel-assoziierten
Isolaten.

4.1.4 Unterschiede in der Anpassung der Fettsdaureprofile an niedrige Temperaturen

Der erste Schritt zu der Beurteilung einer potentiellen Fettsdure-unabhéngigen Kélteadaptation
bestand darin die etablierte Adaptation der Zellmembran mittels Fettsduremodifikation zu
detektieren und mdglichst objektiv zu quantifizieren. Die Zusammensetzung der verschiedenen
Fettsauren prigen die biophysikalischen Parameter der Membran und ihre Anderung an
verschiedene Umweltbedingungen wird als homeoviskose Adaptation zusammengefasst
(SINENSKY, 1974; ZHANG & RocCK, 2008). Wie einleitend beschrieben, kann die Inkorporation
von Kkurzeren, verzweigten und ungeséttigten Fettsduren die Schmelztemperatur der Membran
verringern und somit die Fluiditat und Funktionalitat gewéhrleisten (Abschnitt 1.2). Die
Bestimmung der Fettsaure-getriebenen Modifikation stellte die Grundlage fur die Bewertung

weiterer potentieller Fettsdure-unabhéngiger Mechanismen dar.

Die Fettsdure vermittelte Kalteanpassung in L. monocytogenes ist ein gut untersuchter
Mechanismus und wurde bereits in mehreren Publikationen umfassend beschrieben (ANNOUS
etal., 1997; MASTRONICOLIS et al., 1998; TATITURI et al., 2015). Dabei wurde das Ausmal3 der
Fettsdure-abhangigen Kaélteadaptation als Ratio der beiden Hauptfettsduren Fettsduren
15:0 anteiso zu 17:0 anteiso ausgedriickt (MASTRONICOLIS et al., 1998). Erste Auswertungen
zeigten, dass diese Art zur Bestimmung des Ausmalies der Fettsdureanpassung unzureichend
war. Zum einen wurden nicht alle detektierten Fettsauren in Betracht gezogen und somit circa
20 % der Fettséuren ausgegrenzt. Zum anderen ergaben insbesondere die Quotienten-Werte der
einzelnen Stamme bei 6 °C extrem hohe und stark gespreizte Werte, anhand derer das Ausmaf
der Adaptation nur schwer zu vergleichen war.

Innerhalb der analysierten Stdmme konnten signifikante Unterschiede in der Anpassung der
Fettsaureprofile an die niedrige Wachstumstemperatur festgestellt werden. Das Ausmal der
Fettsdureadaptation (AWAMT-Werte) korrelierte mit den gemessenen Menachinongehéltern
und den Parametern der Membranordnung und -fluiditdt (Abb. 17 und 20). Die analysierten
L. monocytogenes Stamme zeigten eine temperaturabhdngige Reaktion ihrer Fettsdureprofile
(Abschnitt 3.1.3), die mit Angaben friherer Publikationen Ubereinstimmen (ANNoOUS et al.,
1997; MASTRONIcOLIS et al., 1998; MASTRONICOLIS et al., 2006). Bemerkenswerterweise
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konnte bereits bei der 37 °C Inkubation eine Varianz der Fettsiureverteilung unter den 10
untersuchten Stammen festgestellt werden (Abb. 13). Bei allen Stdmmen konnten die beiden
verzweigten Fettsduren 15:0 anteiso und 17:0 anteiso als Hauptfettsduren identifiziert werden.
Deren Verhaltnis betrug bei den Gruppe A Stammen (Abb. 13, grau dargestellt) ungefahr 1:1,
wohingegen drei Gruppe B Stamme (Abb. 13, orange dargestellt) tendenziell das Verhéaltnis zu
der Fettsdure 15:0 anteiso verlagerten, sodass anndhernd ein Verhaltnis von 2:1 vorlag. Das
entspricht in einem geringeren Ausmall der bekannten Fettsdureverschiebung in
L. monocytogenes zur Kompensation von niedrigen Temperaturen, wobei hauptsachlich die
Fettséure 15:0 anteiso synthetisiert wird (ANNoOUS et al., 1997; MASTRONICOLIS et al., 1998).
Diese besitzt die niedrigste Schmelztemperatur der detektierten Fettsduren (Tab. 2). Bei der
Annahme, dass alle untersuchten Listeria Stamme die Membranfluiditat auf ein vergleichbares
Niveau regulieren und dieselben polaren Kopfgruppen vorliegen (VERHEUL et al., 1997),
mussen sich andere Membranfaktoren unterscheiden, sodass diese von den unterschiedlichen
Fettsduremustern kompensiert werden konnen. Folglich geben allein die gewonnenen
Fettsauredaten der 37 °C inkubierten Kulturen einen kleinen Hinweis auf potentielle weitere

Membranmodifikatoren abseits der Fettsauren.

Die Reduktion der Wachstumstemperatur auf 6 °C &uferte sich in zwei Merkmalen der
Fettsdureadaptation an niedrige Temperaturen. Die schwdachere Anpassung zeigte sich in der
Reduktion der Kettenldnge der geringen Fettsauren, wobei die Fettsauren 16:0 iso, 16:0 und
17:0 iso von 14:0 iso und 14:0 Fettsauren ersetzt worden sind (Abb. 13 und 14). Aber aufgrund
der geringen prozentualen Anteile haben diese Anderungen kaum eine Auswirkung auf die
Schmelztemperatur der Membran. Die grundlegende Anpassung konnte anhand der beiden
Hauptfettsdauren beobachtet werden. Hierbei zeigten alle Stdmme eine charakteristische
Verkirzung der Fettsaure 17:0 anteiso zu 15:0 anteiso, deren Anteil je nach Stamm nun 80 bis
95 % betrug (Abb. 14; ANNous et al., 1997; MASTRONICOLIS et al., 1998). Auch in diesem Fall
waren Stamme-spezifische Unterschiede bei den Fettsdureprofilen zu beobachten, wobei
dieselben Stdamme wie bei 37 °C zusammengruppiert werden konnten. Bei niedrigen sowie
mesophilen Temperaturen zeigten die Gruppe A Stdmme (Abb. 14, grau dargestellt) die stérkste
und die Stamme der Gruppe B (Abb. 14, orange dargestellt) die niedrigste Auspragung der
Fettsduremodifikation innerhalb der entsprechenden Wachstumstemperatur.

In vorherigen Publikationen wurde die Stdrke der Kalteanpassung mittels der

Fettsduremodifikation anhand des Verhéltnisses zwischen den beiden Hauptfettsduren
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abgeleitet (MAasTRONICOLIS et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich jedoch die
limitierende Anwendungsmaoglichkeit dieser Methodik, da der Quotient zum einen die weiteren
Fettsauren auf3er Acht lasst und zum anderen die Schmelztemperaturen der einzelnen Fettsduren
nicht beriicksichtigt. Darin begrindet wurde die Quantifizierung der adaptiven
Fettsdureantwort anhand einer virtuellen Schmelztemperatur des Fettsdureprofils unter
Berlcksichtigung der jeweiligen Schmelztemperaturen und dem Anteil aller detektierten
Fettsauren berechnet (WAMT-Wert; Formel 3). Mit Hilfe dieses Indikators kénnen die zuvor
genannten Anpassungsmechanismen der Listerien, Verhaltnis von Iso/Anteiso-Verbindungen
und Reduktion der Kettenlange in die Bewertung aufgenommen werden (NEUNLIST et al., 2005;
MASTRONICOLIS et al., 2006; MILADI & BAKHROUF, 2013). Anhand der WAMT-Werte fur
beide Wachstumstemperaturen konnte der jeweilige AWAMT-Wert einen objektiveren
MaRstab fiir das AusmaR der Fettsaure-abhangigen Kalteadaptation liefern (Tab. 7). Hierdurch
verdeutlichte sich der bereits vermutete Unterschied in der Stamm-spezifischen Auspragung
der Fettsduremodifikation. Anhand der AWAMT-Werte konnten zwei distinkte Gruppen
gebildet werden. Vor allem die drei Stimme DSM 206007, ATCC 19115 und FFH (Gruppe B;
rot markiert) zeigten bei niedrigen Temperaturen eine deutlich weniger stark ausgepragte
Fettsdureadaptation als die Stamme FFL 1, FFL 11, 1B, 3B und Iso 11/13 (Gruppe A; schwarz
markiert). Die Stdmme FF 127 und FF 141 (grun markiert) zeigten eine intermediére
Anpassung auf. Hiermit zeigte sich ein weiterer Punkt, der auf zusatzliche Mechanismen zur

Regulation der Membranfluiditat abseits der Fettsauremodifikation hindeutet.

Fur die Analyse der Fettsaureadaptation wurden die polaren Kopfgruppen der Membranlipide
nicht untersucht, da ihr Einfluss auf die thermischen Membraneigenschaften als gering
betrachtet wird (RuUSSELL, 1989; ZHANG & Rock, 2008). Weiterhin zeigten frihere
Publikationen, dass sich die Lipidzusammensetzung in L. monocytogenes bei Reduktion der
Wachstumstemperatur nicht verandert (VERHEUL et al., 1997). Die primére Funktion der
polaren Kopfgruppen liegt in der Stabilisation von Membran-assoziierten Proteinen (TSATSKIS
et al.,, 2005; ZHANG et al., 2005; XIe et al.,, 2006). Folglich wurde bei den weiteren
Modellorganismen auf die Untersuchung der polaren Kopfgruppen zur Bewertung der

Fettsdure-abhangen Kalteanpassung ebenfalls verzichtet.

Bei der zweiten Spezies P. glucanolyticus waren keine publizierten Daten fiir die
Fettséureverschiebung bei niedrigen Temperaturen vorhanden. Die Hauptfettsaure fir die

Gattung Paenibacillus ist 15:0 anteiso und besitzt je nach Spezies einen Anteil von 34 bis 80 %
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und resultiert in einem durchschnittlichen Anteil von 55%. Weitere nennenswerte
Fettsdurefraktionen enthalten 15:0 iso, 16:0, 17:0 anteiso (PRIEST, 2009). Die bestmdgliche
Referenz fiir die Fettsaureverteilung in P. glucanolyticus liefert die Veroffentlichung von
SHIDA et al. (1997), wobei im Gegensatz zu dieser Arbeit die Inkubation einzig bei 37 °C
erfolgte. Auch in diesem Fall wurde als Hauptfettsaure 15:0 anteiso identifiziert. Im
nahverwandten Bakterium Bacillus subtilis wurde unter aeroben Bedingungen eine Fettséure-
Desaturase identifiziert, die bei einer Temperaturabsenkung durch die Bildung von
ungeséttigten Fettsduren die Membran zu refluidisieren vermochte (WEBER et al., 2001;
BERANOVA et al., 2010).

Die detektierten Fettsaureprofile fiir die beiden verwendeten Stimme DSM 51627 und J12
zeigten eine nahezu identische Fettsaure-Distribution bei beiden Wachstumstemperaturen
(Abb. 25). Entsprechend der Literaturangaben handelte es sich bei den 30 °C inkubierten
Kulturen bei der Hauptfettsdure um 15:0 anteiso, welche unabhangig von der Temperatur zu
circa 60 % vertreten war. Die weiteren Minorkomponenten waren die Fettsduren 16:0 (20 %)
und 16:0 iso (5 %). In Spuren (circa 1 bis 2 %) waren die Fettsauren 15:0 iso, 16:1 cis 5 und
17:0 anteiso vorhanden (PRIEST, 2009; SHIDA et al., 1997). Ahnlich zu der beschriebenen
Kélteadaptation in B. subtilis zeigte sich die ausgeprégteste Kalteanpassung der Membran in
der Zunahme der ungesattigten Fettsdaure 16:1 cis5 auf 20 %, wobei sich die gradkettige
Fettsaure 16:0 um einen &hnlichen Betrag reduzierte. Interessanterweise dnderte sich der Gehalt
der Hauptfettsdaure nicht signifikant bei der Temperaturreduktion. Die Verlagerung der
Minorkomponenten zu kiirzeren Fettsduren 14:0 iso und 14:0 komplettierte die Kéalteadaptation
(Abb. 25). Diese Temperatur-bedingte Anpassung resultierte in einem AWAMT-Wert von
11 °C fir Stamm DSM 5162T und 10 °C fir Stamm J12 (Tab. 10). Damit lag bei den beiden
Paenibacillus Stammen, verglichen mit den Listeria-WAMT-Werten, eine starke Auspragung
der Fettsdureadaptation vor (Tab. 7). Aufgrund fehlender Literaturwerte fiir die
Schmelztemperatur der detektierten Fettsaure 16:1 cis 5 wurde die Schmelztemperatur von
16:1 cis 9 als Naherungswert verwendet. Analog zu den gezeigten Schmelzpunkten der einfach
ungesattigten C18-Fettséuren in der Publikation von KNOTHE & DUNN (2009), durfte sich die
tatsachliche Schmelztemperatur von 16:1 cis 5 zwischen den Schmelzpunkten fur 16:1 cis 9
und 16:1 trans 9 befinden (Tab. 2). Folglich sind in diesem Fall die AWAMT-Werte als
Richtwerte zu verstehen. Wie sich im spéteren Verlauf der Untersuchungen zeigte, konnte unter
den gewahlten Parametern, bei denen die Zellernte und alle nachfolgenden Versuche im spét-
exponentiellen Wachstumsbereich erfolgten, keine Erh6hung des isoprenoiden Chinongehaltes

bei niedrigen Temperaturen gezeigt werden (Abschnitt 3.2.3). Nach den Ergebnissen von
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DEeRICHS (2015) wurde eine deutliche Steigerung der Menachinonkonzentration erwartet. Die
Reproduktion der erwarteten Menachinonsteigerung wurde fir den Stamm J12 bei einer
zusatzlichen Versuchsreihe, bei der die Zellernte in der stationdren Phase erfolgte, erreicht.
Hierbei zeigte sich eine interessante Anderung der Fettsaurezusammensetzung (Abb. 25, Tab.
10). Im Vergleich zu den Proben der exponentiellen Phase zeigten sich die grof3ten Differenzen
bei der verzweigten Hauptfettsdure 15:0 anteiso und den Minorkomponenten 14:0, 16:0 sowie
16:1 cis 5, welche sich in einer geringen Reduktion des WAMT-Wertes fur die 30 °C
inkubierten Kulturen und einem starken WAMT-Anstieg fur die 10 °C inkubierten Ansatze
auBerten. Insgesamt resultierte dies in einem sehr geringen AWAMT-Wert von 1 °C und
deutete, im Vergleich zu den Ansétzen der exponentiellen Wachstumsphase, auf eine deutlich

geringere Auspragung der Fettsaureadaptation hin.

4.1.5 Anpassung des Menachinongehaltes und der -zusammensetzung bei niedrigen
Temperaturen im Vergleich zu mesophilen Bedingungen

Bei den Modellorganismen L. monocytogenes und P. glucanolyticus standen die isoprenoiden
Chinone im Fokus eine Fettsaure-unabhangige Kalteanpassung der Zellmembran zu
ermoglichen (Abschnitt 1.3.1). In dieser Hinsicht gibt es keine publizierten Arbeiten, die
isoprenoide Chinone in der Funktion der Fettsdure-unabhangigen Kalteadaptation vermuten
oder untersuchen. Wie einleitend beschrieben, besteht die Funktion von isoprenoiden Chinonen
in Bakterien im Elektronentransport innerhalb der Atmungskette. Sie fungieren dort als
Reduktionséquivalent (NowIiCcKA & KRUK, 2010; Abschnitt 1.3.1). Im Allgemeinen ibertragen
isoprenoide Chinone Elektronen von den Komplexen | und Il der Atmungskette auf ein
Cytochrom (ber den Atmungskomplex I11. Bereits im Jahr 1970 stellten HAMMOND & WHITE
zwei Punkte fest, die sie zu der Annahme brachten, dass die untersuchten Menachinone, neben
dem Elektronentransport, noch weitere Funktionen in der Zellmembran wahrnehmen kénnten.
Es wurde deutlich mehr Menachinon, im Vergleich zum korrespondierendem Cytochrom,
gemessen. Fir den untersuchten Staphylococcus aureus zeigten sie ein 50:1 Verhéltnis von
Menachinon zu Cytochrom und ein 15:1 Verhéltnis fir Haemophilus parainfluenzae. Zum
anderen wurde eine hohe Konzentration an Menachinon auch bei anaerobem Wachstum
detektiert, wobei keine funktionalen Cytochrome gebildet wurden (HAMMOND & WHITE, 1970).
Neben den qualitativen Chinonanalysen sollte die Identifikation der detektierten Chinone

Hinweise zur Beurteilung geben. Anzeichen fir einen Zusammenhang zwischen der
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Kélteadaptation und isoprenoiden Chinonen wurden in der Dissertation von DERICHS (2015)
gefunden. In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedener Bakterien aus gekihlten
Lebensmitteln isoliert, wobei einige Stamme einen Anstieg des Chinongehaltes bei niedrigen
Temperatuten, bei gleichzeitiger geringer Anderung des Fettsaureprofils, zeigten. Hierbei

wurde ebenfalls eine mégliche Verknupfung mit der Kélteadaptation impliziert.

Fur alle Listerien Staimme wurde die qualitative sowie quantitative Analyse der vorhandenen
Menachinone bei 37 °C und 6 °C Wachstumstemperatur durchgefihrt (Abschnitt 3.1.4). Bei
diesen Temperaturen wurde als einziges Menachinon MK-7 detektiert (Abb. 15, Abschnitt
3.1.4). Das stimmt mit dem beschriebenen Hauptchinon fiir L. monocytogenes Uberein, wobeli
in diesem Fall die beschriebenen Minorkomponenten MK-6 und MK-5 nicht detektiert wurden
(CoLLINs et al., 1979), moglicherweise durch die Verwendung geringer Zellmassen begriindet.
Im Verlauf der Arbeit wurde die qualitative Analyse der isoprenoiden Chinone an mehreren
Stufen der Extraktion und Aufreinigung optimiert. Hierzu zahlte auch die Verwendung einer
maximalen Extraktionsmasse von 100 mg, wobei in der Regel Massen um 50 mg verwendet
wurden. Hohere ZellnalRgewichte resultierten in unvollstandigen Extraktionen, sodass die
quantitativen Untersuchungen sehr starken Varianzen unterlagen. Es war dadurch nicht
auszuschlielen, dass weitere gering vorhandene Komponenten somit unterhalb des

Detektionslimits lagen.

In Ubereinstimmung zur Eingruppierung der Listeria Stamme in Gruppe A und B, anhand der
Auspragung ihrer Fettsdureadaptation als Antwort auf die Kalte, konnten die Stdmme beztglich
des Chinongehaltes in dieselben Gruppen differenziert werden (Abb. 16). Die Isolat-Stamme
FFL 1, FFL 11, 1B, 3B und Iso 11/13 zeigten die niedrigsten Menachinon-Konzentrationen bei
beiden Wachstumstemperaturen. Die drei Stamme DSM 206007, ATCC 19115 und FFH
zeigten einen zwei bis dreifachen Anstieg des Menachinongehaltes bei 6 °C im Vergleich zum
Wachstum bei 37 °C. Dies war insofern bemerkenswert, da aufgrund der stark reduzierten
Wachstumsraten, die im Vergleich zu 37 °C eine Reduktion von 85 % aufwiesen (Tab. 6), eine
Abnahme des MK-Gehaltes erwartet wurde. Die geringe Wachstumsrate geht mit einer
geringeren Stoffwechselrate und somit einer geringeren Atmungsrate einher (HAMMOND &
WHITE, 1970). Folglich sollte eine Abnahme der beteiligten Molekiile an ein angepasstes
Niveau zu erwarten sein, sodass die energieintensive Synthese (berschissiger Verbindungen
erspart bleibt. Die entgegengesetzte Reaktion dieser drei Stdmme deutete auf eine weitere

Funktion des Menachinons, abgesehen von der Funktion als Elektronenubertréger, hin, bei der
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diese moglicherweise eine weitere Form der Membranfluiditats-Adaptation darstellt. Hierzu
wirde auch die Feststellung passen, dass der Menachinonpool fur den Elektronentransport im
UbermaR vorhanden ist (HAMMOND & WHITE, 1970). Anhand dieser Daten konnte gezeigt
werden, dass Stamme mit erhohtem Menachinongehalt bei 6 °C auch eine reduzierte
Fettsdureverschiebung aufzeigten und umgekehrt. Dies wird bei der Verwendung der
theoretischen ~ Schmelztemperaturen der verschiedenen Fettsaurezusammensetzungen
besonders deutlich (WAMT; Tab. 7).

In den Stammen DSM 206007, ATCC 19115 und FFH betrug die Differenz zwischen den
beiden Wachstumstemperaturen 2 bis 3 °C und resultierte in einer Fettsdureanpassung, deren
Auspragung nur 30 bis 50 % der anderen Stdamme entsprach. Dieser Zusammenhang konnte
durch eine Korrelationsanalyse bestétigt werden. Wurde die Menachinonkonzentration bei 6 °C
gegen das Ausmal der Fettsdure-abhingigen Kaélteadaptation in Form von AWAMT
aufgetragen, wurde eine hochsignifikante negative Korrelation festgestellt (Abb. 17). Dies
deutet darauf hin, dass die Membranfluiditdt durch hohere Menachinonkonzentrationen
abgesenkt werden kann, sodass die geringere Anpassung Uber die Fettsaureadaptation
kompensiert werden kann.

Der hier gezeigte  Zusammenhang der  Ka&lte-abhdngigen  Steigerung  der
Menachinonkonzentration als Teil der Kélteadaptation in L. monocytogenes kann durch weitere
Publikationen bestéarkt werden. MASTRONICOLIS et al. (1998) zeigten, dass Kalte-geschockte
stationdre L. monocytogenes Kulturen in den ersten drei Tagen keine Fettsaureanpassung
zeigten. Hingegen erhohten diese Kulturen ihren Anteil an neutralen Lipiden um etwa 30 %.
Isoprenoide Chinone sind Teil der neutralen Lipidfraktion, die von MASTRONICOLIS et al.
(1998) jedoch nicht nédher charakterisiert wurde. Diese Fettsaure-unabhangige adaptive
Reaktion kann einen Wachstumsvorteil in nahrstoffarmen Umgebungen darstellen. Die
Synthese von Lipiden ist energieintensiv, insbesondere die Synthese der Acylketten (ZHANG &
Rock, 2008). Bei L. monocytogenes erfolgt die Fettsureprofildnderung nur durch eine de
novo-Synthese der verzweigten Fettsauren und nicht durch Modifikation der vorhandenen
Lipide (ANNoOuS et al., 1997).

Fur P. glucanolyticus erfolgte die Chinonanalyse bei 30 °C und 10 °C Wachstumstemperatur.
Ahnlich zu den Listeria-Stammen konnte, unabhangig von der Wachstumstemperatur, bei
beiden Stdmmen nur ein Peak detektiert werden. Anhand der Absorptionsspektren und der
relativen Retentionszeit wurde der Peak als MK-7 identifiziert (Abb. 26A, Abschnitt 3.2.3). In
der Literatur wurde MK-7 ebenfalls als Hauptchinon beschrieben (SHIDA et al., 1997; PRIEST,
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2009). Wie bei den vorherigen Messparametern zeigten die Ergebnisse der Menachinonanalyse
fast identische Werte flr das Isolat und den Typstamm. Die niedrigen Temperaturen resultierten
in einer 30-%-igen Reduktion des MK-Gehaltes (Abb. 26B). Verglichen mit der zuvor
gezeigten AWAMT-MK-Korrelation bei den Listeria-Stdimmen war dieses Verhalten zu
erwarten. Der berechnete AWAMT-Wert von 11 °C (Stamm DSM 51627) und 10 °C (Stamm
J12) deutete sogar auf eine leicht starkere Fettsaure-vermittelte Kalteadaptation, als bei den
entsprechenden L. monocytogenes Gruppe A Stammen, hin. Dies kdnnte damit begriindet
werden, dass die Fettsaure-abhangige Anpassung in dieser Auspragung ausreichend ist und
nicht durch eine erhohte Menachinonkonzentration ausgeglichen werden muss. Allerdings
wurde eine deutliche Zunahme des MK-Levels bei niedrigen Temperaturen nach DERICHS
(2015) erwartet. Um die Reproduktion der Menachinonerhéhung zu erreichen, wurden
verschiedene Wachstumsparameter verifiziert. Nachdem der Erntezeitpunkt in die stationare
Phase verlagert wurde, konnte bei niedrigen Temperaturen ein Anstieg des MK-Gehaltes
reproduziert werden (Abb. 26B). Die Verdopplung der Menachinonkonzentration resultierte in
240 nmol/gzeinargewicht, €inem Wert vergleichbar mit den Gruppe B Listeria-Stammen, die sich
durch hohe Menachinongehélter und geringere Fettsdureadaptation ausgezeichnet haben
(Abb. 17). Dieser Zusammenhang, der niedrigen AWAMT-Werte und der Zunahme des MK-
Gehaltes bei kalten Bedingungen, stellte sich auch bei Stamm J12 ein. Denn fiir die Zellen des
stationdren Wachstumsbereichs anderte sich die Fettsdure-Distribution (Abschnitt 3.2.2), die in
einem deutlich geringerem AWAMT-Wert von 1,3 °C resultierte (Tab. 10).

Somit konnte fur beide Modellorganismen gezeigt werden, dass eine Erhéhung des
Menachinongehaltes bei niedrigen Temperaturen in der Tat auftritt und somit eine
Grundvoraussetzung flr eine Fettsdure-unabhéngige Kalteadaptation gegeben war. Die
Korrelation zwischen dem AWAMT-Wert und der MK-Konzentration konnte unabhé&ngig der
Spezies bei mehreren Stdmmen gezeigt werden und bestarkt die aufgestellte Hypothese der
Fettsdure-unabhangigen Adaptation. Eine zweite interessante Entdeckung konnte bei dem
Stamm J12 registriert werden. Hierbei zeigten Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase
keine Erh6hung des MK-Gehaltes. Erst die Extraktion aus Zellen der stationdren Phase brachte
die erwartete Zunahme des Menachinongehaltes unter niedrigen Temperaturbedingungen. Dies
kdnnte auf eine weitere Facette der Fettsdure-unabhangigen Kalteadaptation hindeuten.
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4.1.6  Auswirkung der unterschiedlichen Fettsaure-unabhangigen Kalteadaptation auf die

biophysikalischen Parameter der Zellmembran

Nach Beurteilung der homeoviskosen Adaptation mittels Fettsaureverschiebung (Abschnitt
4.1.4) und der Analyse der isoprenoiden Chinone (4.1.5) sollte die unmittelbare Auswirkung
der verschiedenen Anpassungsvarianten auf die Zellmembraneigenschaften, der Fluiditat und
der Ordnung, untersucht werden. Fir die beiden Parameter wurden zwei verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet (Abschnitt 1.4). Beide Sonden wurden mit verschiedenen
Messmethoden kombiniert, sodass eine dedizierte Aussage tber die Membranordnung und der
Mobilitat der einzelnen Lipide, auch Membranfluiditat genannt, getatigt werden konnte.
Aufgrund der variierenden Konzentrationen der verdéchtigen lipophilen Verbindungen unter
den untersuchten Stdmmen, war die Bestimmung der beiden Parameter unabdingbar zur
Feststellung ihrer genauen Wirkweise. In einem idealen/artifiziellen, nur aus Phospholipiden
bestehenden Membransystem, korreliert die Membranordnung mit der Fluiditat. Bei geringer
Fluiditat befindet sich die Membran unterhalb der Schmelztemperatur, sodass die Membran
eine eng geordnete Struktur aufweist (So Phase der Membran; Abschnitt 1.2). Mit zunehmender
Temperatur steigt im selben Malle der Grad der Ordnung wie auch die Fluiditat zunimmt (Lg
Phase; HARRIS et al., 2002). Wie von anderen lipophilen Verbindungen bekannt ist (zum
Beispiel Cholesterol), induziert die Inkorporation dieser Substanzen eine fliissige geordnete
Phase (Lo, CROCKETT, 1998; MOURITSEN & ZUCKERMANN, 2004). Hierbei wird die Ordnung
der Membran durch die Interaktion mit den lipophilen Substanzen erhéht, aber gleichzeitig wird
die laterale Diffusion gewahrleistet, sodass trotz einer hohen Membranordnung eine hohe
Membranfluiditat vorliegen kann. Weiterhin ermoglichte diese Methode an ganzen Zellen zu

messen und den Zustand tber einen breiten Temperaturbereich zu bestimmen.

Die in der Abbildung 19A, B dargestellten Daten veranschaulichen den Anisotropieverlauf der
untersuchten L. monocytogenes Stdmme in einem Temperaturbereich von 6 °C bis 50 °C. Kein
Stamm zeigte den typischen sigmoidalen Verlauf der Membranfluiditat, bei dem die
endstdndigen Plateaus die Endzustdnde der Biomembranen anzeigen: den gelartigen
Festzustand (So, hohe Anisotropie) oder den flissigkristallinen flissigen Zustand (L4, niedrige
Anisotropie). Dieser Effekt ist insbesondere bei Messungen artifizieller Lipidvesikel sichtbar
(Abb. 50). In den meisten Féllen war ein linearer Zusammenhang zwischen Anisotropie und
Temperatur tGber den gesamten Messbereich beobachtbar. Dieser lineare Bereich beschreibt in

der Regel den Phasentuibergang der Membran (HARRIS et al., 2002). Dies deutete darauf hin,
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dass der Phaseniibergang in allen getesteten L. monocytogenes Stammen stark verbreitert war
und somit ein flissiger Membranzustand ber einen gréReren Temperaturbereich bereitgestellt
wird. Die Anisotropie-Daten zeigten weiterhin, dass ein héherer Menachinon-Gehalt eine
abflachende Wirkung auf die Anisotropie-Temperaturbeziehung hatte, sodass der
Phasenlibergang  kontinuierlich  verbreitert wurde. Das  Verhdltnis  zwischen
Menachinonkonzentration und dem Anisotropieverlauf korrelierte fur alle analysierten Stamme
stark. Als Folge dieser Abflachung hatten Stdamme mit hohem Menachinongehalt auch bei
niedrigen Temperaturen eine deutlich héhere Membranfluiditiat (niedrigere Anisotropie).
Dieser Effekt war in der Abb. 19A und B fiir die Staimme DSM 20600 und FFH offensichtlich.
Stamme mit geringerem Chinongehalt wie zum Beispiel FFL 1 zeigten einen nahezu linearen
Kurvenverlauf und die Fluiditat nahm mit der Temperatur stetig zu. Bei den Stammen FFH und
DSM 206007 hat sich die Anisotropie tiber den Temperaturbereich nicht wesentlich verandert.
Ab 10 °C war die Membranfluiditit Gber den gesamten Temperaturbereich nahezu konstant.
Infolgedessen konnte fiir den Stamm DSM 20600" (Gruppe B) bei niedrigen Temperaturen eine
hohere Fluiditat als fir den Stamm FFL 1 (Gruppe A) gemessen werden. Bei hoheren
Temperaturen fiihrte diese Stabilisation der Membranfluiditat beim Stamm DSM 206007 zu
einer niedrigeren Fluiditat im Vergleich zum Stamm FFL 1. Dieser Zusammenhang zeigte sich
fiir alle Vertreter der beiden Gruppen A und B. Ubereinstimmend mit den vorherigen Versuchen
zeigten die beiden Stamme FF 127 und FF 141 einen intermedidaren Verlauf der
Membranordnung und -fluiditdat. Fir keinen der Stdmme konnte der vollstandige
Phasentibergang in den Gelzustand (So) innerhalb des analysierten Temperaturbereichs
dargestellt werden. Bei den Stammen Iso 11/13, 1B und 3B konnte eine gleichbleibende
Anisotropie ab einer Temperatur von 30 °C beziehungsweise 40 °C von circa 0,2 gemessen
werden. Dies deutet auf einen vollstandigen Phaseniibergang der Membran (Lg) bei den

entsprechenden Temperaturen hin.

Ein weiteres Detail der Membraneigenschaften wurde durch die Laurdan-GP-Messung ermittelt
(Abb. 18). Hiermit sollte die Anderung der Membranordnung mit der Anderung der
Membranfluiditat Gber den Messbereich verglichen werden und anschliel3end die Auswirkung
der verschiedenen Membranadaptationsmechanismen analysiert werden (HARRIS et al., 2002).
Alle drei Stamme der Gruppe B zeigten niedrigere Anisotropiewerte und somit eine hohere
Membranfluiditat bei 6 °C und 10 °C als die Stamme der Gruppe A (Abb. 19A, B). Im
Gegensatz dazu war die Membranordnung im Vergleich zu den Isolaten der Gruppe A, Uber

den gesamten Messbereich gesehen, fur die Gruppe B Stamme hoher. Unabhéngig vom

139



4 Diskussion

Menachinongehalt zeigten alle Stdamme die hochsten GP-Werte bei der niedrigsten
Messtemperatur von 6 °C. Die Unterscheidung trat mit der Temperaturerh6hung auf, wobei
sich die Zunahme der Membranunordnung fur Stdmme  mit  geringerer
Menachinonkonzentration deutlich stérker zeigte (Abb. 18). Die minimalen GP-Werte fir
Gruppe B (hoher Menachinongehalt) Stamme betrug 0,3, wohingegen sich bei Stdmmen der
Gruppe A der GP-Wert bis auf 0 reduzierte. Wie erwartet positionierte sich der GP-Verlauf der
beiden intermedidren Stamme FF 127 und FF 141 zwischen den Ergebnissen fur die beiden
Gruppen. Die hier aufgezeichneten GP-Verlaufe und die damit abgeleiteten
Membranordnungen stimmen mit friiheren Berichten von HARRIS et al. (2002), SAENZ et al.
(2012) und SAENZ et al. (2015) uberein. In diesen Publikationen wurde ebenfalls festgestellt,
dass die Membran durch die Speicherung lipophiler Substanzen, wie zum Beispiel Cholesterol
und Hopanoide, unter Beibehaltung der lateralen Mobilitét stark geordnet und kondensiert wird.
Die hier vorgestellte Arbeit deutet auf einen &hnlichen Effekt auch fiir Menachinone hin.

Die absehbare Korrelation zwischen dem Menachinongehalt und dessen Auswirkung auf die
Membraneigenschaften wurde nochmals mit Hilfe einer Korrelationsanalyse (Abschnitt 2.5)
bestatigt. Zur Darstellung des verbreiterten Phaseniibergangs, dargestellt anhand der Fluiditét,
wurde der Menachinongehalt gegen die Differenz der Anisotropie zwischen 10 °C und 50 °C
aufgetragen (Abb. 20B). Zur Darstellung der Stabilisation und Kondensation der Membran,
dargestellt anhand der Membranordnung, wurde der Menachinongehalt gegen die Differenz der
GP-Werte zwischen 6 °C und 60 °C geplottet (Abb. 20A). Fur beide Analysen zeigte sich eine
starke negative Korrelation mit einer hohen Signifikanz.

Fur beide P. glucanolyticus Stamme konnte zuerst keine Erhéhung des Menachinongehaltes
unter kalten Temperaturbedingungen festgestellt werden. Trotzdem wurden Anisotropie- und
GP-Messungen fiir beide Wachstumstemperaturen erstellt, um die ausgepragte Anderung in der
Membrandistribution (hohe AWAMT-Werte; Abschnitt 3.2.2) anhand der Membranmessungen
abbilden zu konnen. Diese Ansdtze bei denen die Zellernte im exponentiellen
Wachstumsbereich erfolgte, zeigten vergleichbare Membraneigenschaften mit den zuvor
besprochenen Ergebnissen fur die L. monocytogenes Stdmme der Gruppe A (niedriger
Menachinongehalt). Fir beide Messmethoden zeigten sich deutliche Anderungen der
Messwerte in Abhingigkeit der Messtemperaturen. Weiterhin konnten die Ubergéange zu
konstanten GP- und Anisotropiewerten an beiden Enden der Messskala beobachtet werden.
Dies bedeutet, dass anhand der GP-Werte der 30 °C inkubierten Kulturen ein beinahe

vollstandiger Ubergang der Membran zum Gel-artigen (So) Phasenzustand beobachtet werden
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konnte, wohingegen die 10 °C inkubierten Kulturen die maximale Membranunordnung, und
somit die fluide Membranphase, bei Temperaturen Uber 50 °C erreichten (Abb. 27). Diese
starke Abhéangigkeit der Fluoreszenzwerte von der Messtemperatur, sowie die daraus
resultierenden vergleichsweise schmalen Phasenlibergange, waren aufgrund der starken
Fettsaureverschiebung und der Verringerung des Menachinongehaltes bei Temperatur-
reduktion zu erwarten (HARRIS et al., 2002; SEEL et al., 2018). Die Ergebnisse verdeutlichten
die Auswirkung der homeoviskosen Adaptation und der resultierenden Anpassung der
Membranfluiditat an entsprechende Umweltbedingungen (Abb. 27). Diese strikte Fettséure-
abhangige Anpassung wurde jedoch nur wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase
festgestellt. Die Zellernte in der stationdren Phase offenbarte eine Fettséure-unabhéngige
Kélteadaptation, die in ihrer Wirkung mit der Menachinon-abhéngigen Anpassung der
L. monocytogenes Gruppe B Stdmme zu vergleichen war. In den Abschnitten 3.2.2 und 3.2.3
konnte bereits gezeigt werden, dass sich in der stationdren Phase zum einen der
Menachinongehalt verdoppelte und zum anderen die Auspragung der Fettsaureverschiebung,
gemessen anhand des AWAMT-Wertes, sich stark verringerte. Entsprechend der aufgestellten
Hypothese zeigten sich die entsprechenden Anderungen der Membranparameter (Abb. 28 und
29). Die 10 °C inkubierten stationdren Ansdtze des Stamms J12 besallen eine hohere
durchschnittliche Membranordnung analog zu den entsprechenden Listeria-Stdimmen der
Gruppe B. Weiterhin konnte mit Hilfe der TMA-DPH Anisotropiemessung auch ein stark
verbreiterter Phasenlibergang sichtbar gemacht werden. Wie zuvor bei den Listerien wurde
hierdurch, trotz der geringen Fettsédure-abhéngigen Anpassung im Vergleich zu den Ansatzen
der exponentiellen Wachstumsphase, eine leicht bessere Membranfluiditat bei niedrigen
Temperaturen erreicht. Wie erwartet, zeigten die 30 °C inkubierten stationdren Kulturen keine
Unterschiede zu den exponentiellen Ansétzen. Hierdurch wurde verdeutlicht, dass dieser
Fettsaure-unabhangige Mechanismus nur bei niedrigen Temperaturen auftrat und somit eine

gezielte Kalteanpassung darstellt.

Fir die Listeria-Stamme zeigte sich ein deutlicher Einfluss der beobachteten Kombination der
Kélteadaptation mittels Fettsaureverschiebung und der hoheren Inkorporation von
Menachinonen. Es konnte kein eindeutiger Phaseniibergang zwischen dem festen, gelartigen
(So) Zustand und dem flissig-ungeordneten Zustand (Lq) beobachtet werden. So scheint bei
L. monocytogenes ein sekundarer Membranmodifikationsmechanismus vorhanden zu sein, der
durch die Verbreiterung des Phasentibergangs zu einer optimierten Membranfluiditét flhrte.

Dies konnte auch erkldaren, warum Listeria monocytogenes in der Lage ist, Uber einen
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aullergewohnlich grofRen Temperaturbereich von -2 bis 50°C zu wachsen (FARBER & PETERKIN,
1991, Ko et al., 1994). Der erhohte Menachinongehalt bei niedrigen Temperaturen deutet
darauf hin, dass dieser Effekt durch dieses Lipid verursacht wird. Auch die Korrelation der
Fettsauredistribution unterstitzen diese Hypothese. Die WAMT-Werte zeigten eine weniger
ausgepragte Anpassung der Fettsduren an niedrige Wachstumstemperaturen bei hohen
Menachinonkonzentrationen (Tab. 7). Im Gegensatz zu den Listerien konnte die Zunahme des
Menachinongehaltes in P. glucanolyticus erst in der stationdren Phase detektiert werden.
Hierbei fiel die prozentuale Anderung groBer als bei den L. monocytogenes Stammen der
Gruppe B aus. Der erhohte Menachinongehalt zeigte dabei die gleichen Auswirkungen auf die
Membranfluiditdten sowie der Rigiditat wie zuvor bei den Gruppe B Listeria-Stdmmen
beobachtet.

4.1.7 Auswertung der differentiellen Transkriptomanalyse

Die differentielle Transkriptomanalyse sollte einen Einblick in die Regulation der potentiellen
Fettsaure-unabhangigen Anpassungsmechanismen auf Genomebene ermdglichen. Zu Beginn
der Arbeit sollten zuerst einzelne Gene von Interesse identifiziert und deren
Expressionsdnderungen gemessen werden. Aufgrund der zunehmenden Verbreitung von Next-
Generation Sequenzierungsmethoden und einer einhergehenden Kostenreduktion wurde die
ganzheitliche Transkriptomanalyse durchgefuhrt. Fir die Beurteilung einer signifikanten
Anderung der Expressionsrate wurde mindesten eine 2-fache Anderung (engl.: fold change)
vorausgesetzt (VERMASSEN et al. 2016).

Das erstellte Genom des L. monocytogenes Stamms FFH besal’ eine GesamtgréRe von circa
2,8 Mb wobei der GC-Gehalt bei 37,9 mol% lag und diente als Kartierungsgrundlage flr das
Transkriptom. Die Genomdaten stimmen mit bereits sequenzierten L. monocytogenes Stdimmen
Uberein. GLASER et al. (2001) sequenzierte den Stamm EGD-e dessen Genom eine
Gesamtgrofie von 2,9 Mb besal? und dessen GC-Gehalt 39 mol% entsprach, wobei innerhalb
der Spezies der GC-Gehalt zwischen 37-39 mol% schwanken kann (MCLAUCHLIN & REES,
2009). Nach der Transkriptomanalyse wurden 2821 einmalige Reads/Gene identifiziert, wovon
13 % der Gene hochreguliert und ein etwa doppelt so hoher Anteil von 22 % herunterreguliert

wurde. Folglich wurde circa ein Drittel der Genexpression bei der Reduktion der
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Wachstumstemperatur von 37 °C auf 6 °C angepasst. Das erstellte Genom erlaubte es eine ANI-
Analyse, zur Bestatigung der Spezieszugehdrigkeit, durchzufiihren (Abschnitt 2.4.5). Fur den
Genom-Sequenzvergleich wurden als Referenz zuerst der Typstamm DSM 20600" und in der
Forschung héufig genutzte Stamm EDG-e (beide Serovar 1/2a) verwendet (BECAVIN et al.,
2014). Die berechneten OrthoANIu Werte waren mit 95 % an der untersten Grenze der
Spezieszugehdrigkeit gelegen. Genomvergleiche mit den zwei am n&hesten Verwanden Spezies
L. innocua und L. ivanovii konnte eine Zugehorigkeit des Stammes zu diesen Arten
ausschlieBen (Abschnitt 3.5). Weitere Genomvergleiche mit den Serovar 4b Stdmmen
ATCC 19115 und F2365 resultierten in einer eindeutigen Verifikation des Stamms FFH als
L. monocytogenes mit OrthoANIu Werten tber 99,5 %. Die relativ groBen Unterschiede der
OrthoANIu Werte in Abhéangigkeit der Serovare der Vergleichsgenome ist sehr wahrscheinlich
in der genetischen Diversitat dieser Spezies begriindet. Dabei zeichnen sich die Serovar 1/2a
Stamme durch ihre grof3e genetische Variabilitat und einer Vielzahl von Stammsubtypen aus
(Kathariou, 2002). Wohingegen 4b Serovare die geringste Diversitat unter den Linien
aufweisen (ORrsl et al., 2011).

Verantwortlich fur die Menachinonsynthese wurde das entsprechende men-Operon (Gen-ID 6-
11) und das einzeln vorliegende menX-Gen (Gen-ID 2583) identifiziert. Es konnte im Schnitt
eine leichte Expressionszunahme der entsprechenden Gene beobachtet werden, die jedoch nicht
signifikant war (Tab. 8). Die geringe Anderung der Expressionsrate, konnte zum einen durch
die geringe Anderung des Menachinongehaltes zwischen den beiden Temperaturen erklart
werden (Abb. 16). Zum anderen wurde gezeigt, dass die Induktion bei Ké&lte durch eine erhthte
Stabilitat der mRNA und somit der Halbwertszeit, unabhéngig von deren Anzahl, erfolgen kann
(MoRITA et al., 1999; CHOwDHURY, 2003). Die spezifischen Reaktionsschritte fiir die
Menachinonbiosynthese sind ausfihrlich beschrieben und bestehen aus sieben Stufen
(BENTLEY & MEGANATHAN, 1982; BOERSCH et al., 2018). Die Ausgangsverbindung stellt
Chorismat dar und wird durch den Shikimatweg zur Verfugung gestellt (NOwICKA & KRUK,
2010). Im ersten Schritt erfolgt die Isomerisierung zu Isochorismat durch MenF, welches im
Anschluss von MenD zu 2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexen-1-carboxylat
konvertiert wird. Das aromatische Intermediat O-Succinylbenzyl (OSB) wird tiber zwei Schritte
hinweg mit Hilfe der Enzyme MenH und MenC gebildet und anschlielend die Carboxylgruppe
durch MenE unter ATP-Verbrauch aktiviert. Das erlaubt nun MenB die RingschlieRung von
OSB-CoA durch eine Kondensationsreaktion zu katalysieren und nach einem Hydrolyseschritt

das naphthalenoide Grundgerist 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat (DHNA) zu produzieren. Im
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néachsten Schritt wird DHNA mit der entsprechenden Isoprenoidkette durch MenA prenyliert
und DMK gebildet. Abgeschlossen wird die Menachinon-Synthese mit der Methylierung des
Naphthalinoidrings an Position 3 durch MenG (Kurosu et al., 2007).

Der vorliegende Kaltestress konnte durch die erhdhten Expressionen der Flagellenbiosynthese
(im Durchschnitt 10-facher Anstieg) und des Kalteschockproteins A (CspA; 3,7-fache
Anderung) bestatigt werden (JOHANSSON et al., 2002; Schmid et al., 2009). Obwohl bekannt
ist, dass vermehrte Aufnahme und Bildung von Betain sowie Carnitin in L. monocytogenes Teil
der Kaélteresistenz darstellen (Ko et al., 1994; Ko & Smith, 1999), konnte keine signifikante
Expressionszunahme der entsprechenden opu-Gene bei kalten Bedingungen detektiert werden.
Einzig ein automatisch annotierter L-Prolin/Glycinbetain-Transporter zeigte eine 2,7-fache
Expressionssteigerung bei Kélte. Diese Annotation ist jedoch kritisch zu betrachten, da eine
Proteinblastanalyse nur einen nicht néher spezifizierten major facility superfamily Transporter
ergab. Ob in diesem Fall die fehlende Induktion durch eine mogliche Erhéhung der
entsprechenden mRNA Halbwertszeit erfolgt, konnte durch eine quantitative Bestimmung des
cytoplasmatischen Betaingehaltes tberpriift werden. Dies stellte fiir die Fragestellung dieser
Arbeit keine Notwendigkeit dar. Eine weitere Bestatigung der unterschiedlichen
Temperaturbedingungen erfolgte anhand der starken Expressionsreduktion (-90-fache
Anderung) des kodierenden Gens fiir das Aktin-induzierende Protein ActA, denn Virulenzgene
sind in L. monocytogenes bei 37 °C maximal exprimiert und werden unterhalb von 30 °C stark
herunterreguliert (JOHANSSON et al., 2002). Interessanterweise konnte keine signifikante
Anderung verschiedener Hitzeschockprotein-kodierender Gene festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt). Als Referenzgene, ohne zu erwartende Verdnderung des Expressionslevels,
wurden drei  housekeeping-Gene (RocHA et al., 2015) aufgefiihrt, die keine

temperaturabhéngige Veranderung des Expressionsspiegels zeigten.

Das Genom von P. glucanolyticus J12 besal3 eine GroRe von 6,5 Mb sowie einen GC-Gehalt
von 48,9 %. Zum Vergleich diente das Genom des Typstamms 51627 (MATHEWS et al., 2016).
Hierbei wurde eine Grél3e von 6,2 Mb sowie ein GC-Gehalt von 43,5 % publiziert wobei der
entsprechende Eintrag in dem Nukleotidarchiv GenBank einen GC-Gehalt von 49,2 %
ausweist. Einer weiteren Quelle nach besitzt der Typstamm einen GC-Gehalt von 48,1 %
(PRIEST, 2009). Anhand der Genomsequenz des Typstamms DSM 51627 konnte die
Spezieszugehorigkeit des Stamms J12 zu P. glucanolyticus mit 99,4 % verifiziert werden
(Abschnitt 3.5).
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Von den 6098 vorhergesagten kodierenden Sequenzen zeigten 10 % eine Hochregulation,
wobei nur 5 % der Gene eine Verringerung ihrer Expressionsrate bei niedrigen Temperaturen
erfahren haben (Abschnitt 3.2.5). Im Vergleich zum vorher diskutierten Stamm FFH fiel der
prozentuale Anteil der signifikant geanderten Gene in diesem Fall deutlich geringer aus. Das
kdnnte damit begriindet werden, dass von den 6098 vorhergesagten kodierenden Sequenzen
3339 Gene flr hypothetische Proteine kodierten und bei der Transkriptomanalyse keine mRNA
dieser Sequenzen detektiert wurde. Bedingt durch die spdte Zunahme des Menachinongehaltes
zur stationaren Phase, wurde der Zeitpunkt der RNA-Extraktion zum Ubergang
beziehungsweise Beginn der stationdren Wachstumsphase verlagert. Dadurch sollten
Wachstumsphasen-bedingte Anderungen des Transkriptoms bedacht werden.

Fur P. glucanolyticus wurden keine men-Gene des klassischen Menachinonsyntheseweges
vorgefunden. Stattdessen wurden mgqnABCD-Gene (Gen-ID: 1054, 5032, 3319, 5031) des
alternativen Futalosinweges identifiziert (Tab. 11). HIRATSUKA et al. (2008) fanden heraus,
dass einige Bakterien keine men-Homologe besitzen und konnten anschlieend den alternativen
Futalosin Weg zuerst in einem Streptomyces-Stamm beschreiben. Dieser neue Syntheseweg
besteht aus den vier Enzymen MgnABCD und einigen unbekannten Enzymen (DAIRI, 2009,
DAIRI, 2012; ZHI et al., 2014). Durch die Enzyme MgnABCD wird in vier Schritten Chorismat
zu 1,4-Dihydroxy-6-naphthoat katalysiert und anschlieRend nach der Decarboxylierung (Gen-
ID 1053), Prenylierung (MenA Homolog, Gen-ID 1052) und Methylierung (MenG Homolog,
Gen-1D 1051) die MK-Synthese abgeschlossen. Fir die Synthese der Heptaprenylkette wurden
die beiden Gene (Gen-ID 1050, 1055), kodierend fur die beiden Komponenten des Enzyms,
entdeckt. Wie der Tabelle 11 zu entnehmen ist, konnte flr die beteiligten Gene eine signifikante
2-fache Expressionssteigerung bei niedrigen Temperaturen am Anfang der stationaren
Wachstumsphase gezeigt werden. Hiermit wurde verdeutlicht, dass die detektierte Zunahme
des Menachinongehaltes bereits auf genomischer Ebene reguliert wird. Der vorliegende
Kaltestress konnte durch die erhdhten Expressionsraten der Kélteschockprotein-kodierenden
Gene cspA (6,1-fache Anderung) und cspD (2,2-fache Anderung) und der Reduktion des Gens
kodierend fiir das generelle Stressprotein (-3,2-fache Anderung) gezeigt werden (GRAUMANN
& MARAHIEL, 1999).

Analog zu dem untersuchten Listeria-Stamm FFH konnte kein signifikanter Anstieg der Gene
fur die Aufnahme oder Synthese von Kryoprotektoren, wie zum Beispiel Betain, sowie Gene
kodierend flr diverse Hitzeschutzproteine gezeigt werden (nicht aufgefiihrt). Die Gene ftsZ und

gyrB wurden in diesem Fall als Referenzgene verwendet und zeigten keinen relevanten
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Expressionsunterschied zwischen den beiden Temperaturen auf (RocHA et al., 2015).
Weiterhin konnte die Reduktion des Anteils an der ungeséttigten Fettsdure 16:1 cis 5 in der
stationdren Phase bei 10 °C (Abschnitt 3.2.2; Abb. 25) ebenfalls durch die Abnahme der
Expression des Gens 3999 (-2,8-fache Anderung), kodierend fiir eine Fettsaure-spezifische
Desaturase, beobachtet werden. Dies stimmt mit der Literatur tiberein, wobei die Desaturase
nur eine kurzfristige Anpassung bei auftretendem Kalteschock darstellt (Beranova et al., 2008).
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass in dem Fall von P. glucanolyticus J12 die Zelle aktiv
das Ausmald der Fettsdure-abhangige Adaptation herunterreguliert und die Membranfluiditét
durch die erhohte Einlagerung von Menachinon kompensiert (Abschnitt 3.2.3, Abb. 26B).
Dadurch wird nicht nur eine leicht fluidere Membran bei niedrigen Temperaturen gewahrleistet,

sondern die Membran ber einen sehr breiten Temperaturbereich stabilisiert.

4.1.8 Verifikation der Menachinon-induzierten Verbesserung der Membranfluiditat

mittels Supplementationstests

Fur beide Modellorganismen L. monocytogenes und P. glucanolyticus konnte eine Erhthung
des Menachinongehaltes bei niedrigen Temperaturen unter bestimmten Bedingungen gezeigt
werden (Abschnitt 4.1.7). Dabei zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen dem
Ausmald der Fettsdure-abhangigen Kalteanpassung der Membran und dem Menachinongehalt.
Dieser resultierte in einer, gemessen anhand des AWAMT-Wertes, abnehmenden
Fettsaureverschiebung, die wahrscheinlich durch den erhdhten Menachinongehalt kompensiert
wird. Die Funktion ist dabei vergleichbar mit der Membranmodifikation in Eukaryoten, bei
denen ebenfalls durch die Einlagerung von Cholesterol die Membranfluiditat (iber einen breiten
Temperaturbereich gewéhrleistet wird (MOURITSEN & ZUCKERMANN, 2004; ABE & HIRAKI,
2009; LINGWOOD & SIMONS, 2010). Die Sonden-abhdngigen Fluoreszenzmessungen zeigten
eine vergleichbare Auswirkung der untersuchten Membranparameter bei Stammen mit
erh6htem Menachinongehalt (Abschnitt 3.1.5, 3.2.5). Dabei handelte es sich jedoch immer nur
um Korrelationen, womit eine belastbare Kausalitdt nicht vorlag. Um den Einfluss des
Menachinon-Gehalts auf die Regulierung der Membranfluiditat zu bestétigen, sollte der
Chinongehalt in beiden Spezies gedndert werden. Die ersten Ansétze zur artifiziellen Erh6hung
des isoprenoiden Chinongehaltes sollten durch die Supplementierung der Kulturen mit dem

Menachinon &hnlichen Phyllochinon Vitamin K erfolgen (Abschnitt 3.2.7). Diese Ansatze
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waren jedoch nicht erfolgreich, da verschiedene Emulgatoren, die zur Solubilisierung von
Vitamin Ky verwendet wurden, verschiedene Nachteile mit sich brachten. So hatten schon
geringe Volumina der verwendeten Emulgatoren Ethanol oder DMSO einen deutlichen Effekt
auf die Membranfluiditat oder auf den Gefrier-Auftau-Stresstest, sodass diese Ergebnisse
unbrauchbar wurden. Auch Emulgatoren auf nicht organischer Ldsemittelbasis, wie zum

Beispiel niedrig konzentriertes Agar-Agar waren nicht zielfuhrend (Abb. 32).

Ein alternativer Ansatz wurde fir die L. monocytogenes Stamme gewahlt. Hierbei sollte eine
Inhibierung der Menachinonbiosynthese durch Supplementierung mit drei aromatischen
Aminoséuren erfolgen. TSUKAMOTO et al. (2001) wahlten diesen Ansatz zur Reduktion des
Menachinongehaltes in einem Bacillus subtilis Stamm, der zur Fermentation von Lebensmitteln
verwendet wird. Die aromatischen Aminoséuren verursachen eine Produkthemmung der 3-
Desoxyarabinoheptulosanat-7-phosphatsynthase im Shikimatweg. Wie einleitend beschrieben
(Abschnitt 1.3.1), findet die Synthese des aromatischen Grundger(sts der Menachinone, sowie
die Synthese der aromatischen Aminosduren, teilweise gemeinsam im Shikimatweg statt
(BENTLEY & HAsSLAM, 1990; NowiCKA & KRuk, 2010). Durch die Zugabe der drei
aromatischen Aminoséuren wird eine Feedback-Inhibition des Shikimatweges erreicht, der
auch zur Verringerung der Menachinonsynthese fiihrt. Basierend auf diesem Zusammenhang
konnte der Menachinongehalt in zwei L. monocytogenes Stammen der Gruppe B reduziert
werden (Abb. 22). Diese Reduktion fuhrte zu einem steileren Phasenibergang (Abb. 23) und
reduzierte damit den Bereich einer optimalen Membranfluiditdt auf einen kleineren
Temperaturbereich. Die Anisotropiekurven der Menachinon-reduzierten Isolate entsprachen
annahernd den Kurven der Isolate der Gruppe A. Zur Kontrolle wurde die Fettséuredistribution
der Aminosauren-supplementierten Kulturen, die keine Anderungen aufzeigten, bestimmt.
Weiterhin wurde ein Aminoséauren-Kontrollansatz mit drei vergleichbaren, nicht aromatischen
Aminosduren durchgefuhrt und somit ein Einfluss durch die AS-Supplementation selbst
ausgeschlossen (Abb. 23). Hiermit wurde die Beteiligung des Menachinonpools an der
Membranfluiditatsmodulation in der Bakterienzelle bestéatigt. Eine AS-Supplementation zur
Reduktion des MK-Gehaltes in P. glucanolyticus war nicht méglich. Wahrscheinlich ist dies
darin begriindet, dass die supplementierten Aminoséuren bis zur stationdren Phase von den
Zellen verstoffwechselt werden und somit keine Produkthemmung mehr auf den Shikimatweg

vorherrscht.
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Abbildung 50: Auswirkung von Vitamin K; auf die Temperaturabhidngigkeit der TMA-DPH
Anisotropie in DPPC-MLVs. Entnommen der Masterarbeit von FLEGLER (2017). Geschlossenes Quadrat,
100 % DPPC. Geschlossenes Dreieck, 99 % DPPC+ 1 % Vitamin K;. Offenes Dreieck, 90 % DPPC + 10 %
Vitamin K;. Daten stellen Mittelwerte dar (n = 3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren
die Standardabweichung.

FLEGLER (2017) flhrte, als zusatzliche Bestatigung der Auswirkung von isoprenoiden
Chinonen auf die Membranfluiditat, Fluiditdtsmessungen an einem definierten artifiziellen
System durch. Hierbei wurde der Effekt von Naphtochinon auf die Membranfluiditat in DPPC-
Vesikeln mit verschiedenen Konzentrationen an Vitamin Kji untersucht (Abb. 50). Im
Gegensatz zu natiirlichen Membranen, die aus mehreren Lipiden und weiteren enthaltenen
Verbindungen (Proteine, isoprenoide Chinone, Cytochrome, und andere) bestehen, sind diese
artifiziellen Lipidvesikel aus einem Lipid mit der gleichen Schmelztemperatur aufgebaut.
Folglich konnte ein sehr steiler Phaseniibergang beobachtet werden. Ein kompletter
Phasentibergang fand innerhalb von ungeféhr 4 °C statt. Die Supplementierung mit geringen
Mengen an Vitamin Ky (1 %) fuhrte zu einer verminderten Membranfluiditat oberhalb der
Schmelztemperatur der DPPC-Vesikel. In diesem System konnte jedoch nur ein geringer
Einfluss von Vitamin Ki; auf die Membranfluiditdt unterhalb der Schmelztemperatur
nachgewiesen werden. Insgesamt war aber der Effekt der Phaseniibergangsverbreiterung
deutlich zu erkennen. Ahnliche Effekte wurden zuvor fir verschiedene Lipidvesikel gezeigt,
die mit Ubiquinon-3 (AsAl & WATANABE, 1999), Vitamin K1 (ORTIZ & ARANDA, 1999; AsAl,
2000) und Cholesterin (HARRISs et al., 2002) gemischt wurden.
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4.2 Auswirkung und Funktionsweise von Carotinoiden als Fettsdaure-

unabhangige Kalteadaptation der Zellmembran

Fur diese umfangreiche Klasse der lipophilen Pigmente standen die beiden Spezies S. xylosus
und M. luteus im Vordergrund. Die Auswahl der beiden Spezies begriindete sich mit der
Zunahme des Pigmentationsgrades bei Temperaturreduktion. Insbesondere die S. xylosus
Stamme zeigten eine starke orange-gelbe Pigmentierung der Kolonien nach einer Inkubation
bei 10 °C, wohingegen die 30 °C inkubierten Kolonien keine sichtbare Pigmentierung
aufwiesen.

Die erhéhte Produktion von Carotinoiden unter kalten Wachstumsbedingungen wurde in der
Vergangenheit flir mehrere Bakterienarten, einschliel3lich Staphylococcus xylosus, beobachtet
(SCHLEIFER & KLOOS, 1975; CHATTOPADHYAY et al., 1997; FONG et al., 2001). Einige Autoren
assoziierten dieses Phdnomen mit einem potentiellen Ké&lteadaptationsmechanismus. Bis heute
jedoch gab es keinen experimentellen Nachweis fir die Beteiligung von Carotinoiden an der
Modifikation der Membranfluiditat bei niedrigen Temperaturbedingungen und damit an der
Kalteadaptation. Somit eignete sich insbesondere S. xylosus als Modellorganismus zur
Bestimmung der Auswirkung der Carotinoide auf die Fettsaure-abhdngige Kélteanpassung,
sowie deren Einfluss auf die Membraneigenschaften, der Ordnung und Fluiditat, wie dies zuvor
flr isoprenoide Chinone in Listeria monocytogenes (SEEL et al., 2018) gezeigt, und fur
Paenibacillus glucanolyticus (Abschnitt 4.1) zuvor diskutiert wurde. In M. luteus nahm die
Intensitat der Pigmentierung ebenfalls bei kalten Inkubationsbedingungen zu, jedoch war die
Differenz hierbei aufgrund der doch schwach bis mittelstark pigmentierten Zellen bei 30 °C
Inkubationstemperatur geringer. Weiterhin ist von M. luteus bekannt, dass das gebildete
Carotinoid Sarcinaxanthin underivatisiert oder mono- beziehungsweise di-glucosyliert
vorliegen kann. Mit jedem zuséatzlichen Glucoserest steigt dabei die Polaritat des Carotinoids.
Das ermdglichte die Untersuchung der Fragestellung, ob die Polaritat der Carotinoide einen
Einfluss auf die Starke der gemessenen Membraneigenschaften besitzt und ob dies einen
moglichen Stellmechanismus darstellt. Generell zeigen Literaturdaten anhand von Versuchen
mit artifiziellen Vesikeln, dass apolare Carotine, wie zum Beispiel 3-Carotin, einen geringeren
Einfluss auf die Rigiditdt und Fluiditat besalRen als polare Xanthophylle (GABRIELSKA &
GRUSZECKI, 1996).
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4.2.1 Wachstumsverhalten der untersuchten S. xylosus und M. luteus Stimme

Bei der mesophilen Inkubationstemperatur zeigte sich flr beide S. xylosus Stamme ein fast
identisches Wachstumsverhalten (Abb. 33). Die Temperaturreduktion dufRerte sich in einer
Reduktion der Wachstumsrate um den Faktor 5 bis 6 (Tab. 12) und zeigte die geringste
Auswirkung unter allen getesteten Spezies auf. Entsprechende publizierte Vergleichswerte in
ahnlichen Nahrmedien sind nicht vorhanden. Die gemessenen Werte lagen in derselben
GroRenordnung der anderen 30 °C inkubierten Spezies P. glucanolyticus und M. luteus. Bei der
niedrigen Temperatur zeigte sich schlieBlich eine stérkere Differenzierung zwischen den
Stammen DSM 202667 (0,12 h'Y) und J70 (0,16 h'!), woraus auf eine bessere allgemeine
Kélteadaptation des Wildtyps geschlossen werden kann. Dies aufRerte sich auch in der Zunahme
der Zelldichte im Vergleich zur Inkubation bei 30 °C, die in einer 70-%-igen Steigerung fir
den Stamm DSM 20266" und einer Verdopplung fiir den Stamm J70 resultierte.

Bei den M. luteus Stammen zeigte sich insbesondere beim Zellertrag ein deutlicher Unterschied
im Wachstumsverhalten der beiden Stdmme (Abb. 42). Der Mehrertrag des Stamms J3
gegeniiber dem Typstamm DSM 200307, gemessen anhand der optischen Dichte, betrug bei
30 °C circa 23 % und erhohte sich bei 10 °C auf etwa 37 %. Die maximalen Wachstumsraten
waren bei 30 °C vergleichbar und bei 10 °C sogar identisch (Tab. 17). Die beiden M. luteus
Stamme zeigten das langsamste Wachstum aller Modellorganismen bei 30 °C auf und besalen
ebenfalls als Einzige bei der mesophilen Wachstumstemperatur eine Lag-Phase. Die
Temperaturreduktion hatte bei beiden Stdimmen eine 10-fache Reduktion der Wachstumsrate
zur Folge und war vergleichbar mit den anderen Modellorganismen. Publizierte Daten
hinsichtlich der Wachstumsparameter bei entsprechenden Wachstumsbedingungen waren

ebenfalls nicht vorzufinden.

Wie bei den ersten zwei Spezies zuvor, zeigten auch die Carotinoid-relevanten Spezies
S.xylosus und M. luteus sichtbar hohere  Wachstumsraten  bei  mesophilen
Temperaturbedingungen. Aufgrund der gegebenen Definition (Abschnitt 1) sind die
untersuchten Stdmme nicht in die Gruppe der psychrophilen Bakterien einzuordnen. Die
optimalen Wachstumstemperaturen werden fur M. luteus bei 37 °C (LIu et al., 2000) und fr
S. xylosus zwischen 25 °C bis 35 °C angegeben (SCHLEIFER & BELL, 2009), womit die beiden
untersuchten Spezies als Kalte-tolerante Mesophile beziehungsweise psychrotolerante

Mikroorganismen eingestuft werden. Auch in diesem Fall war abzusehen, dass die Temperatur
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bei der die maximale Wachstumsrate und der maximale Zellertrag auftritt nicht identisch sind.
Insbesondere der Stamm J70 zeigte eine Verdopplung des Zellertrages unter kalten
Wachstumsbedingungen (MARGESIN, 2009; SEEL et al., 2016).

4.2.2  Stressresistenz gegeniiber multiplen Gefrier-Auftau-Schritten

Der Gefrier-Auftau-Stresstest der beiden S. xylosus Stamme DSM 20266" und J70 wurde
zusatzlich um die NaCl-supplementierten Ansatzen des Stamms J70 ergénzt (Abb. 41). Es
wurden nur geringe logarithmische Reduktionen der Lebendzellzahl fur Kulturen festgestellt,
die bei 10 °C inkubiert wurden und eine hohe Carotinoidkonzentration aufwiesen. Im
Gegensatz dazu zeigten die Kulturen beider Stamme bei 30 °C eine deutliche logarithmische
Reduktion der Lebendzellzahl nach drei Gefrier-Auftau-Zyklen, was zu einem Zellverlust von
> 99 % beim Stamm J70 und > 90 % beim Typstamm DSM 202667 fiihrte. Um den Einfluss
des Carotinoidgehaltes auf die Regulation der Membranfluiditdt und die Kalteresistenz zu
bestatigen, wurde die Carotinoidsynthese in S. xylosus J70 bei niedrigen Temperaturen
inhibiert. Dies konnte erfolgreich mit Hilfe einer moderaten NaCl-Supplementation des
verwendeten TSB-Mediums erreicht werden (Abschnitt 3.3.7; FONG et al., 2001). Hierdurch
konnten auch bei 10 °C zum Erntezeitpunkt unpigmentierte Zellen gewonnen werden. Fir diese
NaCl-supplementierten Zellen der 10 °C Kulturen konnte eine vergleichbare Reduktion der
Lebendzellzahl erreicht werden wie dies zuvor fir die unsupplementierten 30 °C inkubierten
Kulturen gemessen wurde (Abb. 41). Diese Ergebnisse indizierten eine verbesserte
Kalteresistenz in Abhdngigkeit von der Carotinoidinkorporation und nicht von der allgemeinen
Kélteadaptation der Zellen wahrend des Wachstums bei kalten Bedingungen. Eine
unspezifische Korrelation zwischen der NaCl-Supplementation und der Reduktion des
Kéltestresses konnte anhand der supplementierten 30 °C inkubierten Kulturen kontrolliert
werden. Bei dieser Kontrolle zeigte sich, dass keine signifikante Anderung der Lebendzellzahl-
Reduktion im Vergleich zum unsupplementierten 30 °C Ansatz zu erkennen war. Als weitere
Kontrolle diente die Fettsaureanalyse der NaCl-supplementierten Ansatze, wobei ein nur sehr
geringer Unterschied zu den unsupplementierten Ansatzen bei beiden Wachstumstemperaturen
beobachtet werden konnte (Abschnitt 3.3.2). Hiermit konnte auch eine Fettsaure-bedingte
Anderung der Resistenz gegeniiber dem Gefrier-Auftau-Stresstest ausgeschlossen werden.

Zwar konnte die NaCl-Zugabe eine Reihe von zuséatzlichen Zellreaktionen auslésen, die eine
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Resistenzschwéchung bedingen kdnnten. Jedoch wird die aufgefiihrte Hypothese sowohl durch
die genutzten Kontrollen als auch von der Tatsache bestérkt, dass die Spezies S. xylosus eine
hohe Salzresistenz besitzt, die sich noch bei 10 % NaCl in einem starken Wachstum und
zwischen 14 % und 15 % NaCl in einem eingeschrankten Wachstum &ufert (SCHLEIFER &
KLoos, 1974; SCHLEIFER & BELL, 2009). Dies bestatigte sich auch bei diesem Versuch, wobei
durch die NaCl-Supplementation keine Reduktion der Wachstumsrate bei 30 °C und 10 °C

Inkubationstemperatur beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse beziiglich des Gefrier-Auftau-Stresstest der M. luteus Stamme DSM 200307
und J3 bekréftigen die zuvor gestellte Annahme der verbesserten Kélteresistenz bedingt durch
die Carotinoidinkorporation (Abb. 49). Aufgrund der ebenfalls pigmentierten Zellen bei 30 °C
konnte bei allen Ansédtzen eine Reduktion der Lebendzellzahl geringer als eine Log-Stufe
detektiert werden. Dabei zeichneten sich zwei weitere Zusammenhdange ab. Zum einen zeigten
die starker pigmentierten 10 °C inkubierten Kulturen bei beiden Stammen (Abschnitt 3.4.7)
eine leicht bessere Resistenz gegenuber den 30 °C Kulturen auf. Zum anderen konnte auch eine
leicht bessere Kalteresistenz in dem Wildtypstamm J3, im Vergleich zum Typstamm aus einer
Stammsammlung, beobachtet werden. Die Anderung mit 0,5 Log-Stufen zwischen den beiden
Temperaturen fiel dabei deutlich geringer aus, als die publizierten Werte von 3 Log-Stufen VON
WOUTERS et al. (1999) oder die Ergebnisse fiir die hier untersuchten P. glucanolyticus Stdimme,
bei denen die Reduktion zwischen 3 bis 4 Log-Stufen lag. Dies deutet ebenfalls daraufhin, dass
die verbesserte Kalteresistenz durch die Einlagerung von Carotinoiden vermittelt wird, und

nicht nur durch die ,,allgemeine* Kélteanpassung bedingt wird.

Mit diesen Daten der beiden Carotinoid-spezifischen Mikroorganismen konnte ein starker
Zusammenhang zwischen dem Carotinoidgehalt und der Resistenz gegeniiber dem Gefrier-
Auftau-Stress aufgestellt werden. Die deutliche Verbesserung der Uberlebensfihigkeit der
pigmentierten Kulturen kdnnte mit Hilfe der Membranmessungen erklart werden. Wie anhand
der GP- und TMA-DPH-Messungen erortert (Abschnitt 3.3.5, 3.4.5), konnte durch die
Einlagerung der Carotinoide die Zellmembran stark kondensiert und geordnet werden, ohne
EinbufRen in der Membranfluiditat hinnehmen zu missen. Hierdurch dirften insbesondere
Schéden der Membran als Permeabilitatsbarriere verringert werden, wodurch es sonst zu einer
unkontrollierten Aufnahme von Toxinen und dem Verlust von Nahrstoffen kommen wirde
(RAY & SpPECK, 1973; JAY et al., 2005). Aber der genaue Mechanismus, der zur besseren

Uberlebensrate filhrt, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden. Eine mogliche
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Erklarung konnte der stark verbreiterte Phasenibergang sein, der eine ausreichende
Membranfluiditat Gber einen groflen Temperaturbereich gewéhrleistet, sodass Zellprozesse
auch bei Gefriertemperaturen ablaufen kénnen. Fur verschiedene Mikroorganismen wurden
funktionierende Zellprozesse bis -18 °C bereits gezeigt (GEIGES, 1996; MARGESIN & MITEVA,
2011).

4.2.3 Unterschiede in der Anpassung der Fettsaureprofile an niedrige Temperaturen

Zwangslaufig erfolgte auch fur die Carotinoid-haltigen Bakterien eine Analyse der enthaltenen
Fettsduren zur Bestimmung der Fettsaure-abhéngigen Kalteadaptation der Zellmembran. Dies
diente als Grundlage anhand derer spater die Beurteilung der Fettsaure-unabhangigen
Modifikation erfolgte (Abschnitt 1.2; RUSSELL, 1984, ZHANG & Rock, 2008).

Fur beide untersuchten S. xylosus Stamme DSM 20266" und J70 konnte eine Temperatur-
abhangige Reaktion ihrer Fettsdureprofile beobachtet werden (Abb. 34). Es zeigte sich keine
Stamm-spezifische Unterscheidung der Fettsaure-Distribution bei der jeweiligen Temperatur.
Bei 30 °C dominierten die verzweigten Fettsauren 15:0 anteiso mit einem Anteil von 50 % und
15:0iso mit einem Anteil von 20 %. Bei den restlichen Fettsduren handelte es sich um
geséttigte, gradkettige sowie verzweigte Fettsduren. Diese Fettsdureprofile waren
Ubereinstimmend mit bereits publizierten Daten der Spezies S. xylosus (O’DONNELL et al.,
1985; BECK et al., 2004). Bei Temperaturreduktion duRerten sich die gréRten Anderungen in
der Zunahme der Hauptfettséure 15:0 anteiso auf circa 70 % Anteil und der Verschiebung der
Anteile von der Fettsaure 15:0 iso hin zu 17:0 anteiso. Bei den gering vorhandenen Fettséduren
zeigte sich ein fast komplettes Verschwinden von gradkettigen Fettsauren (Abb. 34). In
Anbetracht der jeweiligen Schmelztemperaturen wird dabei deutlich, dass die Zellen durch
diese Fettsaureverschiebung eine Verringerung der durchschnittlichen Schmelztemperatur der
Zellmembran erreichen. Dies stimmt mit bekannten Anpassungsmechanismen an kalte
Bedingungen Uberein (SUUTARI & LAAKSO, 1994). Dieser Zusammenhang wird durch die
Reduktion der WAMT-Werte von 37-39 °C bei mesophilen Temperaturen auf 31-32 °C bei
kalten Bedingungen (Tab. 13) ersichtlich. Die Fettsaure-abhéngige Kalteadaptation war bei
beiden getesteten Stdimmen vergleichbar. Das AusmaR der Fettsduremodifikation, berechnet
mit Hilfe der WAMT-Werte, war nahezu identisch mit einem AWAMT-Wert von circa 6,2 °C
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fir den Stamm DSM 202667 und 6,5 °C fiir den Stamm J70. Im Rahmen der Carotinoid-
inhibitionsversuche, mittels einer NaCl-Supplementation, wurden zur Kontrolle die
Fettsauredistributionen unter dem zusatzlichen Salzgehalt analysiert. Bei den beiden
Hauptséuren zeigten sich vergleichbare Werte zu den unsupplementierten Ansatzen. Geringe
Unterschiede waren in den weiteren Nebenfettsduren zu erkennen (Abb. 34). Betrachtet man
die WAMT-Werte zeigte sich nur ein minimaler Unterschied der durchschnittlichen Anpassung
der Membran bei einer Reduktion der Temperatur. Hierbei verringerte sich der AWAMT-Wert
auf 5,2 °C (Tab. 13).

Fur M. luteus zeigte sich eine &hnliche Ausgangslage wie bei den Staphylokokken, wobei
Fettsaureprofile fir mesophile Temperaturen (30 °C bis 37 °C) beschrieben sind (WIESER et
al., 2002), aber keine Daten zu der Verschiebung bei Temperaturreduktion vorhanden waren.
Bei beiden Stammen setzten sich die Fettsaureprofile mindestens zu 80 % aus verzweigten
Fettsduren zusammen. Bei den restlichen Fettsduren handelte es sich um geséttigte, gradkettige
Fettsduren und ungeséttigten Fettsauren (Abb. 43). Bei 30 °C Inkubationstemperatur zeigten
die beiden untersuchten Stamme DSM 200307 und J3 deutlich unterschiedliche
Fettsauredistributionen auf. Fir den Typstamm konnte, entsprechend vorheriger Publikationen,
eine beinahe 1:1-Verteilung der beiden verzweigten Hauptfettsduren 15:0 anteiso und 15:0 iso
beobachtet werden. Bei Temperaturreduktion zeigte sich eine Verschiebung von 15:0 iso hin
zu 15:0 anteiso, dessen Anteil auf circa 80 % anstieg. Weitere Zunahmen zeigten sich bei
kirzeren Fettsdauren (14:0is0) und den ungeséattigten Fettsduren 16:1iso und 16:1 cis 9.
Interessanterweise stieg bei kalten Bedingungen der Anteil der ungesattigten Fettsauren nur
minimal an, so erhéhte sich der Anteil von 16:1 cis 9 von 1,4 % auf 2,8 %. Anhand der geringen
Beteiligung der ungesattigten Fettsduren, konnte abgeleitet werden, dass die Kélteanpassung
analog zu den Staphylokokken durch die Reduktion von gradkettigen Fettsduren zu Gunsten
von verzweigten Fettsduren, inshesondere der anteiso-Verzweigung, erfolgt. Wie vorhin
erwahnt, stellt dies einen bekannten Mechanismus der Kélteadaptation dar (SUUTARI &
LAAKSO, 1994). Im Fall des Typstamm DSM 20030 resultierte der Fettsaureshift in deutlich
unterschiedlichen WAMT-Werten fiir die entsprechenden Wachstumstemperaturen (Tab. 18).
Dabei konnte eine stark ausgepragte Fettsdureadaptation aus dem hohem AWAMT-Wert von
12,1 °C abgeleitet werden. Der Stamm J3 zeigte ein interessantes Verhalten beziiglich seiner
Fettsdureadaptation hinsichtlich der Temperaturbedingungen (Abb. 43). Das Profil bei 10 °C
war dem Typstamm noch recht ahnlich und die Hauptfettsaure 15:0 anteiso war zu mehr als

70 % vertreten. Der Unterschied belief sich auf die Minorkomponenten, wobei im Vergleich
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zum Typstamm eine hohere Betonung auf kurzen verzweigten Fettsauren vorlag (Tab. 18). Dies
resultierte in einem vergleichbaren WAMT-Wert von 28,0 °C. Die bei 30 °C inkubierten
Kulturen des Stamms J3 zeigten jedoch nur eine sehr geringe temperaturabhdngige
Fettsaureverschiebung auf. Sodass die Fettsdure 15:0 anteiso mit 67 % noch immer stark
dominant war und eher den Kélte-adaptierten Fettsduredistributionen entsprach. Die mesophile
Inkubationstemperatur konnte anhand der im Vergleich zu 10 °C erhdhten Fettsauren 15:0 iso
und 16:0 iso erkannt werden. Aufgrund der beschriebenen Fettsdurednderung des Stamms J3

betrug der AWAMT-Wert nur 3,1 °C und indizierte eine deutlich geringe Fettsdure-abhangige
Adaptation. Die deutlichen Unterschiede in der Fettsdureanpassung kénnen zum einen aus der
Herkunft der Stdmme begrindet sein. Der Stamm J3 wird mit gekihlten Lebensmitteln
assoziiert und kénnte dadurch eine Anpassung an niedrige Temperaturen erfahren haben. Zum
anderen wurde der Typstamm bereits im Jahr 1973 in die entsprechende Stammsammlung
(DSMZ) aufgenommen. Hierbei kdnnte eine Anpassung an héhere Temperaturen erfolgt sein.
Weiterhin bildet die Spezies eine heterogene Gruppe ab, bei der eine weitere Unterscheidung
in drei Biovare erfolgt (WIESER et al., 2002; Bussg, 2012). Diese unterscheiden sich in der
Verwendung verschiedener Substrate, dem Hauptmenachinon und der Peptidoglycanvariation,

was auch einen Grund fir die unterschiedlichen Fettsdureprofile darstellen konnte.

Fur beide Spezies zeigte sich eine hauptsachliche Anpassung, die durch die Reduktion
gesattigter, unverzweigter Fettsauren, iso-verzweigten Fettsduren und langer Fettsauren (> 15
C-Atomen) gepragt war. Dafur wurden kurze Fettsduren (< 15 C-Atomen) und insbesondere
anteiso-verzweigte Fettsduren inkorporiert (SUUTARI & LAAKSO, 1994). Bis auf den Stamm
DSM 200307 zeigten alle Stamme eine moderate bis geringe Auspragung der
Fettsdureadaptation an kalte Bedingungen, womit ein Hinweis auf weitere
Fettsaureunabhéngige Mechanismen gegeben war. Dies wurde insbesondere durch die Spezies
M. luteus bestérkt. Denn diese Mikroorganismen sind in der Lage, wie es anhand der
Fettsauredistribution zu erkennen war, ungeséttigte Fettsauren zu bilden (Tab. 18). Diese
zeichnen sich im Vergleich zu gleichlangen verzweigten Fettsduren mit noch geringeren
Schmelztemperaturen aus (Tab. 2; KNOTHE & DUNN, 2009). Im Fall von Stamm J3 nahm der
Anteil der beiden detektierten ungeséttigten Fettsauren 16:1 iso und 16.1 cis 9 von 0,2 % bei
30°C auf 1,7% bei 10°C zu und war somit bei der Adaptation der Membran zu

vernachléssigen (Tab. 18).
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4.2.4 Anpassung des Menachinongehaltes und der -zusammensetzung bei niedrigen

Temperaturen im Vergleich zu mesophilen Bedingungen

Mit Hilfe der Modellorganismen L. monocytogenes und P. glucanolyticus konnte eine
Fettsdure-unabhangige Kalteadaptation gezeigt werden (Abschnitt 4.1; SEeL et al., 2018).
Dabei konnte festgestellt werden, dass eine geringere Auspragung der Fettsdureadaptation
durch eine Erhthung des Menachinongehaltes bei niedrigen Temperaturen nicht nur
kompensiert, sondern sogar die Membranfluiditdt bei niedrigen Temperaturen verbessert
werden kann. Anhand der Membran-Fluoreszenzmessungen konnte verdeutlicht werden, dass
dieser Mechanismus analog zu der eukaryotischen Einlagerung von Sterolen funktioniert, bei
dem der Phasenlbergang der Membran verbreitert wird und somit eine Erhohung der
Membranfluiditat unter kalten Bedingungen erreicht wird (Abschnitt 4.1). Fur die beiden
Carotinoid-haltigen Spezies sollte ein Einfluss dieser lipophilen Stoffe untersucht werden.
Hierfir wurde zusatzlich zu der Carotinoidanalyse die Chinonanalyse (Abschnitt 4.1.5)
durchgefihrt, um zusammen mit der Fettsaurebestimmung einen Basiswert bestimmen zu
kdnnen und folglich eine potentielle Carotinoid-abhangige Kalteadaptation besser beurteilen zu

kdnnen.

Die Chinonanalyse in S. xylosus erfolgte bei 30 °C und 10 °C. Fur beide Stdmme und bei beiden
Temperaturen konnten jeweils drei Chinon-spezifische Peaks registriert werden. Alle Peaks
wiesen das identische Menachinon-spezifische Absorptionsspektrum mit den Peaks bei
248 nm, 261 nm, 270 nm und einem breiten Peak bei circa 325 nm auf (Abb. 35A). Die
Identifikation erfolgte anhand der relativen Retentionszeit zum verwendetem Vitamin Ki-
Standard und der erstellten Datenbank bekannter isoprenoider Chinone. In allen Fallen handelt
es sich hierbei um das Hauptchinon MK-7, das zu circa 90 % vertreten war. Die beiden geringen
Chinone MK-6 sowie MK-8 waren ungefahr zu gleichen Teilen représentiert (Tab. 14). Eine
minimale Anderung der Menachinonzusammensetzung bei Temperaturreduktion konnte in
einer 1 bis 2-%-igen Verschiebung von MK-6 zu MK-8 beobachtet werden. Diese geringe
Anderung sollte im Zusammenhang mit der Kalteadaptation keine nennenswerte Auswirkung
zeigen. Bei den untersuchten Stammen DSM 20266 und J70 zeigte sich jeweils eine circa 15
bis 20-%-ige Reduktion des Gesamtmenachinongehaltes bei Temperaturabsenkung, womit eine
hauptséchliche Beteiligung einer Menachinon-abhéngigen Kalteadaptation unwahrscheinlich
erschien (Abb. 35B). In der Literatur wird MK-7 ebenfalls als das Hauptchinon in S. xylosus

beschrieben (NAHAIE et al., 1984, SCHLEIFER & BELL, 2009). Dabei detektierte NAHAIE et al.
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(1984) fir alle vier untersuchten S. xylosus Stamme MK-7 als Hauptchinon und konnte nur in
einem Fall die Minorkomponente MK-8 nachweisen.

Wie bei der zuvor analysierten Fettsdurezusammensetzung, zeigte sich auch bei der
isoprenoiden Chinonanalyse der beiden untersuchten Stamme DSM 200307 und J3 ein
unterschiedliches Ergebnis (Tab. 19). Flr den Typstamm wurden insgesamt acht verschieden
Peaks detektiert, wobei sieben Peaks bei 30 °C und vier Peaks bei 10 °C sichtbar waren. Alle
Peaks zeigten dasselbe Absorptionsspektrum auf und konnten anhand dessen als Menachinone
identifiziert werden (Abb. 44A). Bei beiden Temperaturen stellten MK-8 und MK-8(H.), mit
einem kombinierten Anteil von mindestens 80 %, die Hauptmenachinone dar. Damit konnte,
wie erwartet, der Typstamm dem Biovar | zugeordnet werden (WIESER et al., 2002; BUSSE,
2012). Die weiteren Menachinone besalen einen Anteil zwischen 2 bis 7 % (Tab. 19). Mit der
Temperaturreduktion stieg der kombinierte Anteil der Hauptchinone auf circa 90 % und die
Anzahl der Minorkomponenten reduzierte sich auf 4 %, dabei fielen die jeweils zwei lang-
sowie kurzkettigsten Menachinone weg. Auch énderte sich das Verhéltnis der Hauptchinone
deutlich zu Gunsten von MK-8(H2). Fir den Stamm J3 wurden Uber beide Temperaturen
hinweg finf verschiedene Peaks detektiert, die auch anhand des Absorptionsspektrums als
Menachinon identifiziert werden konnten (Abb. 44A). Hierbei lag nur ein Hauptchinon (MK-
8(H2)) mit einem Anteil von 80 % bei 30 °C und 87 % bei 10 °C, vor (Tab. 19). Dies deutete
darauf hin, dass der Stamm J3 im Gegensatz zum Typstamm dem Biovar Il oder 111 zugehdorig
ist. Dies konnte auch eine Erkldarung fir die unterschiedlichen Fettsaure-Distributionen der
beiden Stdmme darstellen (Abschnitt 4.2.3). Die Minorkomponenten waren als zwei-
beziehungsweise vierfach hydrierte Menachinone mit einer Seitenkettenlange von 6 bis 9 C-
Atomen charakterisiert und besallen einen Anteil von jeweils 2 bis 8 %. Auch hier konnte
anhand der qualitativen Anderung keine Kaélteanpassung abgeleitet werden. Der
Gesamtmenachinongehalt reduzierte sich bei niedrigen Inkubationstemperaturen im Vergleich
zu 30 °C um ein Drittel (Abb. 44B). Daraus konnte geschlossen werden, dass isoprenoide
Chinone auch in diesem Fall nicht hauptsdchlich an der Fettsdure-unabhéngigen

Kélteanpassung beteiligt waren.

Bei beiden betrachteten Spezies konnten keine Hinweise auf eine hauptséchliche Beteiligung
der Menachinone an einer potentiellen Fettsdure-unabhéngigen Kalteanpassung ausgemacht
werden. Flr die untersuchten Stamme konnten die beschriebenen dominanten

Menachinonspezies gezeigt werden. Aufgrund der Reduktion der Wachstumsrate (Abschnitt
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4.2.1) und der einhergehenden abnehmenden Zellprozesse und Zellatmung bei niedrigen
Temperaturen, konnte fur alle Stdamme die erwartete Reduktion des Menachinongehaltes

bestatigt werden.

4.2.5 Anpassung des Carotinoidgehaltes und dessen Zusammensetzung bei niedrigen

Temperaturen im Vergleich zu mesophilen Bedingungen

Bei den Modellorganismen S. xylosus und M. luteus standen Carotinoide im Verdacht eine
Fettsdure-unabhangige Kélteanpassung der Zellmembran zu ermdéglichen. Nach der Extraktion
der Carotinoide, die mit der verwendeten Methode vollstandig erfolgte, wurde die
chromatographische Auftrennung mittels HPLC erreicht. Es zeigte sich, dass eine C18-RP-
Sdule nicht in der Lage war die untersuchten Carotinoide bis zur Basislinie aufzutrennen, sodass
keine verlassliche Quantifizierung erfolgen konnte. Als Detektor wurde in diesem Fall ein
Dioden-Array Detektor verwendet, dessen gemessene Absorptionskurven auch keine
eindeutige ldentifizierung erlaubten. Diese Problematik konnte mit dem externen (U)HPLC
System samt C30-RP-Sdule und einem anschlieenden Massenspektrometer (LC-MS) gel6st
werden. Die héhere Auflésung gelang zum einen durch den hoheren Druck (200 bar anstatt
100 bar) und der starkeren Interaktion zwischen der stationdren Phase und den Analyten. Dies
wurde durch die langere Kohlenwasserstoff-Seitenkette der Saule erreicht. Wobei der hohere
hydrophobe Charakter der C30-Sdule eine stérkere Bindung der relativ unpolaren Carotinoide
(das isoprenoide Grundgerdist) erlaubte, womit auch zwischen Isomeren unterschieden werden
konnte (SHARPLESS et al., 1996; BELL et al., 1997). Extern wurde ein zweites HPLC-System,
gekoppelt mit einem Dioden-Array-Detektor fiir die Quantifizierung verwendet.

Carotinoide bilden eine sehr umfangreiche und komplexe Gruppe von Verbindungen, deren
Synthese, Strukturen und Lokalisation gut erforscht sind. lhre Lokalisation und Ausrichtung
innerhalb der Zellmembran hangt von ihrer Polaritdt sowie Konformation ab (MILON et al.,
1986; GRuszeckl, 2004; Gruszecki & Strzatka, 2005). Carotinoiden werden mehrere
Funktionen zugeschrieben. Hierzu gehoren die Lichternte als Antennenpigmente in
Photosynthesesystemen (SIEFERMANN-HARMS, 1985; CROCE & AMERONGEN, 2014), die
Reduktion von oxidativem Stress (DAHL et al., 1989; ANWAR et al., 1977) und sie kdbnnen sogar
als Virulenzfaktor fungieren, wie fur Staphylococcus aureus gezeigt. (MISHRA et al., 2011;

KOSSAKOWSKA-ZWIERUCHO et al., 2016). In dieser Arbeit konnte den Carotinoiden eine
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weitere Funktion hinzufugt werden. Die gewonnenen Daten deuten auf eine Funktion als ein
weiterer Fettsaure-unabhangiger Kaélteadaptationsmechanismus von Zellmembranen hin,

ahnlich zu Sterolen in Eukaryonten.

Sowohl das Lebensmittel-lsolat Stamm J70 als auch der Typ DSM 20266 zeigten eine
Pigmentierung erst bei 10°C Wachstumstemperatur. Die Carotinoid-Quantifizierung
zusammen mit der Transkriptomanalyse bestatigte, dass Carotinoide nur bei niedrigen
Temperaturen  gebildet wurden. Bei 30°C  Wachstumstemperatur lag  die
Carotinoidkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze von 0,2 Hg/gzelitrockengewicht TUr beide
S. xylosus-Stamme. Kalte Inkubationsbedingungen fiihrten zu einer starken Induktion der
Carotinoidsynthese, was zu einem Gesamt-Carotinoidgehalt von 169 pg/gzelitrockengewicht TUr
Stamm J70 und einer 2,5-fach hoheren Konzentration von 451 pg/gzelitrockengewicht fUr Stamm
DSM 202667 fiihrte (Tab. 15). Hohere Ertrage von Carotinoiden bei niedrigen Temperaturen
wurden auch fir Bakterien-Taxa, wie zum Beispiel Micrococcus roseus beschrieben
(CHATTOPADHYAY et al., 1997). Bei mindestens 85 % der nachgewiesenen Carotinoide
handelte es sich um Staphyloxanthin oder um Staphyloxanthin-&hnliche Derivate. MS-Daten
zeigten, dass sich die Staphyloxanthin-artigen Verbindungen zum Teil in der veresterten
Fettsdure am Kohlenhydratrest unterschieden haben. Die Staphyloxanthin-assoziierte Fettsaure
wurde als 15:0 anteiso Fettsdure in S. aureus (PELz et al., 2005) beschrieben. Die Extraktionen
der Zellen zeigten nur ein identifiziertes Vorlaufermolekil des Staphyloxanthins. All-trans-
4,4’-Diaponeurosporeat wurde als erste Verbindung eluiert. Danach folgte die Elution des
ersten Staphyloxanthin-&hnlichen Molekils_1 mit einem identischen UV/Vis-Spektrum zum
Staphyloxanthin. Aufgrund des geringen Anteils konnte nur eine enthaltene Fragment-Masse
m/z 433 detektiert werden. Wegen der geringeren Retentionszeit kdnnte eine Staphyloxanthin-
Verbindung mit einer kirzeren Fettsdaure vermutet werden. An néachster Stelle folgte
Staphyloxanthin mit einer Masse von m/z 819, was mit publizierten Werten tbereinstimmt
(KiM & LEE, 2012). Fur das Staphyloxanthin-ahnliche Molekil_2 konnte die Masse m/z 847
detektiert werden. Die Differenz zum Staphyloxanthin entspricht zwei CH2-Gruppen. Das
wirde der zweithdufigsten Fettsdure 17:0 anteiso entsprechen. Die Variation der Acylkette
wurde ebenfalls von Kim & LEE (2012) nachgewiesen. Das Staphyloxanthin-ahnliche
Molekiil_3 zeigte ein Staphyloxanthin-spezifisches Absorptionsspektrum und enthielt das
Fragment 443 m/z, welches 4,4’-Diaponeurosporeat entspricht. Die Gesamtmasse von m/z 949
lasst einen weitreichenderen Umbau vermuten, wobei der Masseunterschied zum

Staphyloxanthin auf eine zweite Glycosylierung hindeutet. Das letzte Staphyloxanthin-&hnliche
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Molekiil_4 zeigte ebenfalls ein UV/Vis-Spektrum wie Staphyloxanthin und besal} ebenfalls das
Fragment m/z 433, die Eluation erfolgte aber deutlich spater und indizierte eine geringere
Polaritat. Aufgrund der geringeren Konzentrationen dieser Carotinoide konnte keine weitere
Identifikation dieser Minorkomponenten erfolgen. Die detektierten cis-Isomere waren nur zu
einem geringen Anteil vertreten und eluierten unmittelbar vor den entsprechenden all-trans-
Verbindungen. Flr diese Arbeit war die weiterreichende Identifizierung der Minorcarotinoide

nicht notwendig.

Die drei Hauptcarotinoide in den beiden M. luteus Stdammen konnten eindeutig identifiziert
werden. Wie erwartet, handelte es sich dabei um Sarcinaxanthin und die mono-
beziehungsweise di-glucosylierten Derivate (NETZER et al., 2010). Aufgrund der héheren
Polaritat der glucosylierten Verbindungen wurden diese zuerst eluiert (KAISER et al., 2007).
Nur fur die 30 °C angezogenen Zellen konnten zwei unbekannte Carotinoide (Peak 4, 6)
detektiert werden, deren Anteil zwischen 2 % und 6 % lag (Tab. 20). Hierbei lagen nur UV/Vis-
Spektren vor, die keine Identifizierung zulieBen. Aufgrund des Vorkommens bei héheren
Temperaturen, waren diese nicht relevant fiir die Arbeit. Fiir den Stamm DSM 200307 wurde
ein weiteres Carotinoid, dessen Anteil sich bei Temperaturreduktion von 3 % auf 10 % erhohte,
entdeckt. Der Vergleich des Absorptionsspektrums (Anhang 5) mit Literaturwerten legt den
Schluss nahe, dass es sich hierbei um Sarcinen handelt (MATHEWS & SISTROM, 1960; KAISER
et al., 2007). Trotz der vorhandenen Pigmentierung bei 30 °C konnte eine weitere Zunahme bei
Temperaturreduktion, welche leicht (+ 33 %) fiir den Typstamm und moderat-stark (+ 128 %)
fur Stamm J3 ausfiel, festgestellt werden. Bei beiden Stammen zeigte sich eine Préferenz von
stiarker polaren Carotinoiden bei niedrigen Temperaturen. Insbesondere im Stamm J3
verdoppelte sich der Anteil des Sarcinaxanthin-di-Glycosids von circa 40 % auf 80 %. Die
starkere Auswirkung von polaren Carotinoiden auf die Membraneigenschaften wurde bereits in

artifiziellen Vesikeln beobachtet (GABRIELSKA & GRUSZECKI, 1996).

Fir beide Modellorganismen konnte eine Zunahme des Carotinoidgehaltes bei niedrigen
Temperaturen, welcher insbesondere flr die S. xylosus Stdmme prégnant ausfiel, nachgewiesen
werden. Anhand der M. luteus Stdamme konnte auch gezeigt werden, dass nicht nur der Gehalt
erhéht wird, sondern auch die polareren Verbindungen bevorzugt gebildet werden. Im
Zusammenhang mit den bereits bekannten Erkenntnissen der Carotinoide und deren Einfluss
auf artifizielle Membranvesikel wurde die Hypothese der Fettsaure-unabhangigen

Membranadaptation durch Carotinoide weiterhin bekraftigt. Gewonnene Extrakte der beiden
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S. xylosus Stdmme aus der stationaren Wachstumsphase zeigten eine hohere Konzentration an
Carotinoiden im Vergleich zu der exponentiellen Phase auf (Daten nicht gezeigt). Ein &hnlicher

Effekt wurde bereits fir Menachinone in P. glucanolyticus J12 beobachtet.

4.2.6 Auswirkung der unterschiedlichen Fettsdure-unabhangigen Kalteadaptation auf die

bio-physikalischen Parameter der Zellmembran

Mit der Charakterisierung der Fettsdure-abhangigen Kélteadaptation (Abschnitt 4.2.3) und der
Analyse der isoprenoiden Chinone (Abschnitt 4.2.4) war die Grundlage zur Bewertung der
potentiellen Carotinoid-abhéngigen Kalteadaptation gegeben. Wie zuvor wurde durch den
Einsatz zweier Fluoreszenzfarbstoffe die Eigenschaften der Membranordnung und —fluiditat
untersucht (Abschnitt 3.3.5, 3.4.5). Hinsichtlich der Carotinoide vermutete bereits NEs (1974),
dass diese Stoffgruppe an der Kalteanpassung beteiligt sein konnte. So riickten in diesem
Zeitraum insbesondere Carotinoid-produzierende antarktische Bakterien in den Fokus
(JAGANNADHAM et al., 1991; CHAUHAN & SHIVAJI, 1994; STRAND et al., 1997). Spéater wurde
diese Annahme spezifiziert und es wurde vermutet, dass Carotinoide in der Zellmembran
lokalisiert sind, ahnlich zu eukaryotischen Sterolen, und dort die Eigenschaften der Membran
beeinflussen (ROHMER et al., 1978; MILON et al., 1986, SuBczyNsKiI et al., 1992; SoCACIU et
al., 2000). Im néchsten Schritt wurden Carotinoide extrahiert und ihr Verhalten in vitro in
artifiziellen Lipidvesikeln untersucht. SuBczyYNsKi et al. (1992) zeigten, dass die Carotinoide
die Membranfluiditit oberhalb der Ubergangstemperatur reduzierten und gleichzeitig eine
fluidisierende Wirkung auf die Membran unterhalb der Schmelztemperatur hatten (Gruszecki
& Strzatka, 2005). Ein Mechanismus der auch von Cholesterol bekannt ist (HAzeL, 1995;
MOURITSEN & ZUCKERMANN, 2004). Der grofite Einfluss auf die Membranfluiditat wurde
hauptsachlich durch polare Carotinoide beobachtet (GABRIELSKA & GRUSZECKI, 1996).

Die S. xylosus Stamme DSM 202667 und J70 ermdglichten es aufgrund der einsetzenden
Carotinoidsynthese bei kalten Bedingungen, den Zusammenhang von Carotinoiden (Abschnitt
3.3.4) und ihrer Auswirkung auf die Membranordnung sowie -fluiditadt an ganzen, intakten
Zellen zu untersuchen. Verglichen mit den Daten der Menachinon-abhéngigen Kalteadaptation,
konnte bei der moderaten bis niedrigen Auspragung der Fettsdureverschiebung (Abschnitt

3.3.2) von einer tatséachlich vorliegenden Carotinoid-induzierten Membranmodifikation
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ausgegangen werden. Zur Bestimmung der Anderung der Membranordnung iiber ein definiertes
Temperaturfenster wurde der Laurdan-GP-Verlauf bestimmt. Beide Stamme zeigten bei der
Laurdan-GP-Messung ein vergleichbares Verhalten, obwohl die Graphen der jeweiligen
Bedingungen in der y-Achse verschoben sind. Bei der Betrachtung der GP-Differenz ergibt sich
ein identisches Bild (Abb. 38). Die 30 °C inkubierten Zellen ohne detektierbare Carotinoide
zeigten eine deutliche Temperatur-abhangigkeit des GP-Wertes von der Messtemperatur. Die
hohe Membranordnung bei niedrigen Messtemperaturen nahm stetig, fast linear mit
zunehmender Messtemperatur ab. Die Carotinoide der 10 °C inkubierten Ansétze zeigten eine
rigidisierende Wirkung auf die Zellmembran. Ausgehend von niedrigen Messtemperaturen
konnten konstant hohe GP-Werte, bei Stamm J70 bis zu einer Temperatur von 30 °C und bei
DSM 202667 bis zu 40 °C, gemessen werden. Der hohere Carotinoidgehalt des Typstamms
korrelierte mit einem starkeren Ordnungseffekt. Hohere Messtemperaturen fiihrten zu einem
langsamen Abfall der GP-Werte und damit zu einer Verringerung der Membranordnung. Die
verfestigende Wirkung von Carotinoiden wurde zuvor auch fiir Zeaxanthin in kinstlichen
Lipidvesikeln beschrieben (GABRIELSKA & GRUSZECKI, 1996). Dieses Verhalten stimmt auch
mit friheren Berichten von HARRIS et al. (2002), SAENZ et al. (2012, 2015) und SEEL et al.
(2018) Uberein. Hierbei wurde gezeigt, dass die Zellmembran durch die Einlagerung anderer
membranassoziierter lipophiler Substanzen wie Cholesterol, Hopanoide und isoprenoider
Chinone, unter Beibehaltung der lateralen Mobilitat, stark geordnet und kondensiert wurden.
Aufgrund der Struktur der Carotinoide und ihrer Lokalisation und Interaktion mit der
Zellmembran, fiel dieser Effekt bei Carotinoiden deutlich starker aus. Dabei kdnnen
insbesondere polare Carotinoide die Membran wie eine Niete durchspannen und von den
polaren Kopfgruppen lber den hydrophoben Kern mit der gesamten Zellmembran interagieren.
Dadurch erfolgt der stark ordnende Effekt auf die membranbildenden (Phospho-)Lipide
(GABRIELSKA & GRUSZECKI, 1996; Gruszecki & Strzatka, 2005).

Mit Hilfe der TMA-DPH-abhangigen Anisotropiemessungen konnte der Einfluss polarer
Carotinoide auf die Membranfluiditdt in ganzen lebenden Zellen mit einer komplexeren
Lipidzusammensetzung bestatigt werden (Abb. 39). Die Inkubation bei 30 °C inhibierte die
Carotinoidsynthese und resultierte in einem vollstdndigen Phaseniibergang beider Stamme,
erkennbar an dem sigmoidalen Kurvenverlauf der gemessenen Anisotropie in einem
Temperaturbereich von 5 °C bis 40 °C. Dabei zeigten sich die charakteristischen konstanten
Anisotropiewerte an den Grenzen des Messbereichs, die den vollstandigen Phaseniibergang der

Biomembranen in den festen, geordneten Zustand (hohe Anisotropie) beziehungsweise in den
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flissigkristallinen, fluiden Zustand (niedrige Anisotropie), indizieren. Die bei 10 °C
gewachsenen Kulturen mit hohem Carotinoidgehalt wiesen in beiden Stdmmen einen stark
verbreiterten Phasentbergang auf, erkennbar an dem flachen, nahezu linearen Verhaltnis von
TMA-DPH-Anisotropie und der Messtemperatur. Diese Carotinoid-spezifische Adaptation
resultierte in deutlich fluideren Zellmembranen unterhalb von 20 °C und stabilisierte die
Membranen oberhalb von 30 °C, sodass in diesem Fall die Membranfluiditat geringer ausfiel.
Die Anderung der Anisotropie mit einem Wert von 0,02 war fiir beide Stamme ungefahr gleich.
Der Stamm DSM 20266" unterschied sich zum Stamm J70 durch seine durchschnittlich
héheren Anisotropiewerte, welche durch den signifikant hoheren Carotinoidgehalt begriindet
werden konnte. Dennoch war die Membranfluiditat Gber den gesamten Temperaturbereich
nahezu konstant (Abb. 39).

Die Messungen der Membraneigenschaften zeigten fur die M. luteus Stamme
Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede zu den Ergebnissen der S. xylosus Stdmme auf. Der
grolite Unterschied durfte auf die vergleichsweise hohen Carotinoidkonzentrationen der
M. luteus Stdmme bei 30 °C Wachstumstemperatur zurtickzufiihren sein. Im Schnitt zeigten
sich bei allen Ansdtzen hohe GP-Werte. Diese indizierten eine durchschnittlich hohe
Membranordnung, die auch aufgrund der hohen Carotinoidgehalter erwartet wurde (Abb. 47).
Fir den Stamm DSM 200307 zeigten sich fiir die 30 °C und 10 °C inkubierten Ansatze fast
identische Verlaufe der Membranordnung bis zu einer Messtemperatur von 30 °C. Darlber
hinaus nahm die Membranordnung bei den 30 °C inkubierten Kulturen stérker zu als bei den
10 °C inkubierten Ansatzen. Dieser Unterschied bildete, wie erwartetet, die Differenzen in der
Fettsdurezusammensetzung und  dem  Carotinoidgehalt  bei  den  jeweiligen
Temperaturbedingungen ab. Der niedrigere Carotinoidgehalt bei 30 °C Wachstumstemperatur
(Abschnitt 3.4.4) und die entsprechende Fettsaure-Distribution sollten in einer vergleichsweise
geringeren Membranordnung resultieren. Der GP-Verlauf des Stamms J3, inkubiert bei 30 °C,
zeigte die groBRte Anderung des GP-Wertes liber den Messbereich auf und besa demnach im
Schnitt die geringste Membranrigiditdt der untersuchten M. luteus Ansédtze. Auch hier
begriindet sich das Verhalten durch den niedrigsten detektierten Carotinoidgehalt (Tab. 20) und
der geringen Adaptation mittels Fettsdureanpassung (Abb. 43).

Wie unter Abschnitt 4.2.5 gezeigt, zeichnete sich der Stamm J3 bei niedrigen Temperaturen
durch den 80-%-igen Anteil des di-glucosylierten Sarcinaxanthins aus. Somit war in diesem
Ansatz der Anteil des polarsten Carotinoid-Derivats, im Vergleich zu den anderen drei

Ansatzen, doppelt so stark vertreten. Dadurch konnte die hochste ordnende Wirkung auf die
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Membran unter den M. luteus Ansétzen erreicht werden. Dieses Verhalten steht im Einklang
mit den zuvor publizierten Daten in artifiziellen Vesikeln. Hierbei wurde gezeigt, dass das
Ausmald der Carotinoidauswirkung deutlich von der Polaritat und somit mit von Interaktion mit
den polaren Kopfgruppen der Zellmembran abhéngt (GABRIELSKA & GRUSZECKI, 1996). Die
niedrigen absoluten GP-Werte dieses Ansatzes, als auch die deutlich starkeren Abnahmen der
GP-Werte Uber den Messbereich, im Vergleich zu den Carotinoid-haltigen S. xylosus Ansétzen,
kann durch die Absorptionsspektren der jeweiligen Carotinoide begriindet werden. Das
Staphyloxanthin und die weiteren detektierten Carotinoide der S. xylosus Ansétze besitzen
keine distinkten  Absorptionsmaxima, sondern einen breiten Peak, wobei die
Absorptionsintensitaten bei den relevanten Wellenldangen der GP-Wertberechnung in etwa
gleich stark auftritt (Anhang 4). Falls das emittierte Licht der Fluoreszenzsonden von den
Carotinoiden absorbiert wird, wird dadurch die Berechnung der GP-Werte nicht beeinflusst, da
die Reduktion der Emission in den relevanten Wellenldngen zu gleichen Teilen auftreten. Die
detektierten M. luteus spezifischen Carotinoide weisen hingegen einen distinkten Peak bei
420 nm und 438 nm auf und zeigen nahezu keine Absorption bei 500 nm. Dadurch wird der
blaue Anteil der Laurdan-Emission reduziert und resultiert in geringen GP-Werten. Die
deutliche Reduktion der absoluten GP-Werte vom J3 Ansatz bei niedrigen Temperaturen
konnte darauf hinweisen, dass die Interaktion zwischen Fluoreszenzemission und der
-absorption durch Carotinoide mit hoherer Polaritdt begunstigt wird. Dabei kdnnten die
endstandigen Glucose-Reste aufgrund ihrer Polaritat naher an der Sonde lokalisiert sein und
somit die Abfangrate erhéhen. Die Carotinoid-bedingte Fluoreszenzabsorption wird durch die
geringen Emissionsintensitaten der Carotinoid-haltigen Ansétze bekréftigt (Abschnitt 2.3).

Auf die Berechnung der Anisotropie wirkte sich dieser Zusammenhang deutlich geringer aus,
da die Emissionsmessung nur bei einer Wellenlédnge erfolgt (Abschnitt 2.3). Analog zu den
S. xylosus Ansétzen, konnte auch fir die M. luteus Ansétze eine starke Verbreiterung des
Phasentiberganges gemessen werden. Das resultierte in hohen Membranfluiditaten fur alle
M. luteus Stamme bei niedrigen Temperaturen. Die Anderung der Anisotropie fiel fir beide
untersuchten Stamme sehr gering aus (Abb. 48), wobei die geringste Anderung fiir den Stamm
J3, der bei niedrigen Temperaturen inkubiert wurde, zu verzeichnen war. Auch in diesem Fall
zeigte sich der starkere Einfluss von Carotinoiden mit hoheren Polaritdten. Anhand der
Anisotropieverldufe konnte auch die unterschiedliche Auspréagung der Fettsdaureadaptation
bestatigt werden. Der Typstamm zeigte im Vergleich zum Stamm J3 eine deutlich starkere

Auspragung der Fettsdure-abhangigen Kaltemodifikation (Tab. 18). Dies war in der grolieren
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Differenz der Anisotropiewerte (Verschiebung entlang der y-Achse) der jeweiligen Stamme
mit unterschiedlicher Inkubationstemperatur sichtbar.

Sowohl die Membranfluiditdt als auch die Membranordnung wurden durch hohe
Carotinoidkonzentrationen stark verandert (Abschnitt 3.3.5, 3.4.5) und besafl3en einen positiven
Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit der Zelle nach Frost-Tau-Belastung (Abschnitt 4.2.2).
Dabei konnte eine deutliche Korrelation zwischen dem Carotinoidgehalt und der
Membranordnung sowie -fluiditdt gezeigt werden. Beide untersuchten Mikroorganismen
produzierten polare Carotinoide, die eine stark ordnende Wirkung auf die Membran besal3en,
aber gleichzeitig den Phaseniibergang sehr stark verbreiterten. Dadurch erlangten die
Zellmembranen dieser Stdamme eine stark fluide Membran bei niedrigen Temperaturen, obwohl
zum Teil nur geringe bis moderate Adaptationen mittels der Fettsaureverschiebung

stattgefunden haben.

4.2.7 Auswertung der differentiellen Transkriptomanalyse

Entsprechend Abschnitt 2.4.4 wurde auch fir die Carotinoid-produzierenden Mikroorganismen
eine differentielle Transkriptomanalyse durchgefiihrt. In diesem Fall sollte eine kontrollierte
Regulierung der Carotinoidsynthese bei Temperaturreduktion in den untersuchten Bakterien
analysiert werden. Hier wurde fiir eine signifikante Anderung der Expression eine 2-fache

Anderung der jeweiligen Gene vorausgesetzt.

Das zur Genkartierung assemblierte Genom von S. xylosus J70 hatte eine GesamtgréRRe von
2,8 Mb und einen GC-Gehalt von 32,7 %. Diese Genomparameter sind vergleichbar mit
anderen bereits veroffentlichten S. xylosus Stammen. Dabei wurde festgestellt, dass das Genom
von untersuchten S. xylosus Stdammen signifikant variiert und GrofRen zwischen 2,8 bis 3,2 Mb
vorliegen kdnnen (DORDET-FRISONI et al., 2007a). Diese genomische Varianz wird auch in der
groRen vermuteten Spanne des GC-Gehalts von 30 bis 36 % fur S. xylosus sichtbar (DORDET-
FRISONI et al., 2007b). Anhand der Genomsequenz des Typstamms DSM 20266" konnte die
Spezieszugehdrigkeit des Stamms J70 zu S. xylosus mit 98,0 % verifiziert werden (Abschnitt
3.5).Nach der Transkriptomanalyse wurden 2584 einmalige Gene identifiziert, wovon jeweils

circa 20 % der Gene hochreguliert beziehungsweise herunterreguliert wurden. Der kombinierte
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Anteil von 40 % ist vergleichbar mit der Anderung der Expression von S. xylosus in einem
Fleischmodell bei dem ein osmotischer Stress vorlag (VERMASSEN et al., 2016). Im Vergleich
dazu wurde fur S.xylosus bei einem nitrosativem Stress, verursacht durch reaktive

Stickstoffspezies, nur eine Anderung von 24 % die Gene beobachtet (VERMASSEN et al., 2014).

Es konnte eine Kalteinduktion der Carotinoidsynthese mit Hilfe der differentiellen
Transkriptomanalyse, bei der eine Hochregulation der Carotinoidsynthese-beteiligten Gene
gemessen werden konnte, bestétigt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die Erhéhung
der Carotinoidkonzentration ein  Teil der kontrollierten Reaktion auf niedrige
Wachstumstemperaturen ist (Tab. 16). Im Durchschnitt wurde eine Vervierfachung der
Transkription der entsprechenden crtOPQMN-Gene beobachtet. Diese Gene sind an der
Carotinoidsynthese beteiligt und waren in einem zusammenhangenden Operon organisiert, der
auch fiir andere Staphylococcus Spezies, wie zum Beispiel in S. aureus, vorzufinden ist und
somit einen konservierten Bereich darstellt (PELz et al.,, 2005). Die spezifischen
Reaktionsschritte flr die jeweiligen Enzyme sind fir S. aureus ausfiihrlich beschrieben.
Zunéchst katalysieren die Enzyme CrtM und CrtN die Bildung des ersten gelb gefarbten
Pigments 4,4'-Diaponeurosporeat Kondensation von zwei Farnesyldiphosphatmolekilen und
nachfolgende Dehydrierungsschritte (Wieland et al., 1994). Die Enzyme CrtP, CrtQ und CrtO
sind an den nachfolgenden Oxidations-, Glykosylierungs- und Veresterungsschritten zur
Bildung des endgultigen Pigments Staphyloxanthin beteiligt (PELz et al., 2005). Das postulierte
sechste Gen aldH, das an der Carotinoidsynthese beteiligt sein soll, konnte in der erhaltenen
Genomsequenz dieser Arbeit nicht eindeutig identifiziert werden (Kim & LEEg, 2012). Der
Kéltestress der Zellen wurde zusatzlich durch erhdhte Expressionen der Betain-Synthesegene
und des Kalteschockproteins A (CspA, Tab. 16) sowie durch die reduzierte Expression von
Hitzeschockproteinen veranschaulicht. Der relativ geringe Anstieg der Expressionsrate von
cspA konnte durch eine mogliche Erhohung der Proteinstabilisierung bei niedrigen
Temperaturen und damit der Induktion basierend auf einer erhéhten mRNA-Halbwertszeit
erkléart werden (TANABE et al., 1992; GUALERzI et al., 2003). Die einzelnen Gene der Betain-
Synthese wurden bei niedrigen Temperaturen 4 bis 21-fach starker induziert. Verschiedene
Publikationen bestatigen eine wichtige Rolle kompatibler gel6ster Stoffe im Rahmen der
Kélteadaptation bei mesophilen Bakterien (KANDROR et al., 2002; WEMEKAMP-KAMPHUIS et
al., 2004; Ozcan et al., 2007). Hitzeschockproteine sind oft Chaperone, die eine korrekte
Faltung von Hitze-geschadigten Proteinen erleichtern. Zwei dieser wichtigsten

Proteinfaltungsmechanismen (GroEL/ES und DnaK/J) zeigten eine mittlere bis starke
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Reduktion der entsprechenden Gene (Tab. 16; FEDER & HOFMANN, 1999). Dies verdeutlicht
auch ein mogliches Energieeinsparpotenzial bei der Instandhaltung der Zellprozesse durch
effizientere Biosynthese, das auch bei niedrigen Temperaturen zu besseren Zellausbeuten
fihren kdnnte (MARGESIN, 2009; SEEL et al., 2016). Das Phanomen des erhdhten Zellertrages
bei niedrigen Temperaturen wurde auch fir einige der in dieser Arbeit verwendeten Stdmme
gezeigt (Abschnitt 4.1.1, 4.2.1). Insgesamt konnten wir keine signifikanten Veradnderungen der
Expressionsrate von Genen, die an der Menachinonsynthese beteiligt sind, beobachten
(BoerscH et al., 2018). Dies entsprach den geringfigigen Anderungen des

Menachinongehaltes bei verschiedenen Wachstumstemperaturen (Abb. 35B).

Das erstellte Genom des M. luteus Stamms J3 besal} eine Lange von 3,0 Mb und einen GC-
Gehalt von 72,7 %. Fur die Spezies selbst wird ein hoher GC-Gehalt im Bereich von 69 % bis
76 % postuliert (Busskg, 2012). Einen besseren Vergleich bot die Publikation von ROKEM et al.
(2011) bei der das Genom des M. luteus (,,Fleming*) Stamms NCTC 2665 untersucht wurde.
In diesem Fall konnte ein identischer GC-Gehalt von 73 % bestimmt werden, wobei die
Genomgrolie, im Vergleich zum Genom des Stamms J3, mit 2,5 Mb circa 17 % kleiner ausfiel.
Anhand der Genomsequenz des Typstamms DSM 20030" konnte die Spezieszugehorigkeit des
Stamms J3 zu M. luteus mit 97,3 % verifiziert werden (Abschnitt 3.5). Von den 2823
vorhergesagten Genen fir Stamm J3 wurden 9 % der Gene hochreguliert und 4 % der Gene
herunterreguliert. Der kombinierte Anteil von 13 % zeigte unter allen untersuchten Stammen
und den zuvor genannten Publikationen mit Abstand den niedrigsten Anteil (VERMASSEN et al.,
2014; VERMASSEN et al., 2016). Das konnte ein Indiz fur eine stirkere Anpassung dieses
Stammes an niedrige Temperaturen darstellen.

Trotz der Verdopplung des Carotinoidgehaltes des Stamms J3 unter kalten Bedingungen konnte
keine signifikante Expressionszunahme der entsprechenden Gene der
Sarcinaxanthinbiosynthese festgestellt werden. Wie zuvor bei den Staphylokokken waren die
einzelnen Gene in einem Operon organisiert (Tab. 21). Eine signifikante Expressionssteigerung
fur das crtX-Gen (Gen-ID 1820), kodierend fur eine C50-Carotinoid Glucosyltransferase,
bestatigte die Verdopplung des di-glucosylierten Sarcinaxanthins des Stamms J3 bei niedrigen
Temperaturen (Tab. 20). Direkt anschlieBend an das letzte Gen des Carotinoid-Operons wurde
eine  putative  Nukleosid-di-Phosphat-Zucker ~ Epimerase  mit  einer  deutlichen
Expressionssteigerung identifiziert. Es ist anzunehmen, dass diese Epimerase die Umwandlung
der spezifischen Carotinoid-Zucker gewahrleistet. Somit konnte gezeigt werden, dass die

Erh6hung des Anteils an polaren Carotinoiden ein Teil der kontrollierten Reaktion an niedrige
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Wachstumstemperaturen darstellt. Der Biosyntheseweg fiir das y-zyklische Sarcinaxanthin in
M. luteus wurde von NEeTzErR et al. (2010) beschrieben. Das Vorlaufer-Molekdl
Farnesylpyrophosphat (C15-Korper) wird mit Hilfe von CrtE um eine Isopreneinheit erweitert,
sodass Geranylgeranylpyrophosphat entsteht (C20-Kdérper). AnschlieBend werden zwei
Molekiile Geranylgeranylpyrophosphat durch CrtB zu Phytoen (C40-Kdorper) verbunden.
Durch die Phytoen-Desaturase Crtl wird aus Phytoen Lycopin gebildet, das erste farbige
Zwischenprodukt. Anschlieend erfolgt ein zweiter Elongationsschritt, wobei durch CrtE2 tGiber
Nonaflavuxanthin (C45-Kérper) Flavuxanthin (C50-Koérper) gebildet wird. Die Gene crtYg und
crtYh kodieren fur Proteine, die nur gemeinsam die Zyklisierung von Flavuxanthin zu
Sarcinaxanthin katalysieren. Im letzten Schritt erfolgt die Glucosylierung zum mono-
beziehungsweise di-glucosyliertem Sarcinaxanthin. Der Kaéltestress der Zellen konnte in
diesem Fall nicht anhand von signifikanten Expressionsanderungen bestatigt werden. Es konnte
eine leichte Expressionssteigerung fur das Kalteschockprotein kodierende Gen cspA und eine
leichte Reduktion von Genen kodierend flr verschiedene Hitzeschutzproteine detektiert
werden(Tab. 21). Die nicht signifikante Expressionszunahme konnte auch in diesem Fall durch
die Stabilitatszunahme unter kalten Bedingungen zusammenhangen (TANABE et al., 1992;
GUALERZI et al., 2003). Die Biosynthese der Menachinone erfolgte in M. luteus nach dem men-
Syntheseweg (BOERSCH et al., 2018). Fur einzelne Gene der Menachinonsynthese konnte eine
signifikante Reduktion der Expressionsrate beobachtet werden, was mit der moderaten 30-%-

igen Abnahme des Menachinongehaltes unter kalten Bedingungen ubereinstimmt.
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4.2.8 Verifikation der Carotinoid-induzierten Verbesserung der Membranfluiditat

mittels Supplementationstests

Um den Einfluss des Carotinoidgehaltes auf die Regulation der Membranfluiditat und die
Kélteresistenz zu bestétigen, wurde die Carotinoidsynthese in S. xylosus J70 bei niedrigen
Temperaturen inhibiert. In einem ersten Ansatz wurde eine Inhibition der Carotinoidsynthese
durch Diphenylamin (DPA)-Supplementierung nach HAMMOND & WHITE (1970)
vorgenommen. Hiermit konnten erfolgreich nicht-pigmentierte Zellen mit einer DPA-
Konzentration von 74 uM produziert werden. Dieser Ansatz erwies sich jedoch als ungeeignet,
da sich DPA in der Zellmembran akkumulierte und somit die Membraneigenschaften erheblich
verdnderte (Daten nicht gezeigt). Alternativ wurde von der Arbeitsgruppe CHEN et al. (2017)
ein S. aureus spezifischer CRISPR/CAS-Vektor angefragt. Hiermit sollte, entweder mit einer
Deletion oder einem Gens-silencing der Carotinoidsynthese, eine Reduktion des
Carotinoidgehaltes erfolgen. Nach dessen Erhalt wurden Anpassungen des Vektors an die
Spezies S.xylosus und dem zu unterdrickenden crtM-Gen der Carotinoidsynthese
vorgenommen. Diese Arbeiten wurden im Rahmen einer Masterarbeit vorgenommen (SONS,
2018). Dabei konnte erfolgreich der Deletions- und Silencing-Vektor erstellt werden. Jedoch
konnte keine zielfuhrende Elektroporation vorgenommen werden. Dabei wurden publizierte
Elektroporationsprotokolle und eigene Protokolle verwendet.

Parallel dazu wurde eine Unterdriickung der Carotinoidsynthese durch NaCl-Supplementierung
getestet, wie sie fur die Spezies Arthrobacter agilis MB813 von FONG et al. (2001) beschrieben
wurde. Mit einer 5-%-igen NaCl Supplementierung konnte im Stamm J70 eine vollstandige
Inhibition der Carotinoidsynthese erreicht werden, sodass unpigmentierte Zellen geerntet
werden konnten. Die Carotinoidkonzentration hierfiir befand sich unterhalb des
Detektionslimits. Fir den Stamm DSM 20266 konnte eine vollstandige Hemmung nur
oberhalb von 10 % NaCl beobachtet werden. Diese Konzentration hatte jedoch einen negativen
Einfluss auf die Wachstumsraten, sodass flr die Verifikation die Supplementation des Stammes
J70 mit 5 % NaCl gewahlt wurde. Dieser Stamm zeigte keine Abnahme der Wachstumsraten
bei einer 5% NaCl-Zugabe und einen vollstdndigen Verlust der Pigmentierung. Der
Mechanismus hinter der NaCl-abhangigen Inhibition der Carotinoidsynthese ist zu diesem
Zeitpunkt nicht bekannt. Trotz der n&heren Verwandtschaft von Arthrobacter agilis zu
M. luteus konnte in diesem Fall keine Reduktion der Carotinoidbildung beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt). Die Zugabe von NaCl hatte keinen signifikanten Einfluss auf das

Fettséureprofil, das sich aus den WAMT-Werten ableiten ldsst (Tab. 13). Die Sonden-
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abhdngigen Messdaten zeigten, dass die Membranfluiditat sowie die Membranordnung der bei
10 °C gewachsenen unpigmentierten Kulturen nahezu identisch mit den bei 30 °C gewachsenen
Kulturen waren (Abb. 40). Kulturen, die bei 30 °C mit und ohne NaCl-Erganzung inkubiert
wurden, zeigten keinen Einfluss des Salzstresses auf die Membranparameter. Diese Ergebnisse
bestatigten, dass die beobachteten Auswirkungen auf die Membraneigenschaften tatséchlich
durch den Carotinoidgehalt der Zellen verursacht wurden.

4.3 Gegeniiberstellung und Zusammenfassung der beiden untersuchten
lipophilen Stoffgruppen als Fettsdaure-unabhangige Modifikatoren der
Zellmembran

In dieser Arbeit wurde untersucht ob Bakterien kontrolliert den Gehalt an zelleigenen lipophilen
Verbindungen erhéhen kénnen, um somit eine Fettsdure-unabhéngige Kélteadaptation der
Zellmembran zu induzieren. Aufgrund verschiedener Hinweise friiherer Publikationen standen
die Stoffgruppen der isoprenoiden Chinone und Carotinoide im Fokus (Abschnitt 1.3). Zwar
zeigte SAENZ et al. (2012, 2015), dass bakterielle Hopanoide ein funktionelles Cholesterol-
Analogon in bakteriellen Membranen darstellen kdnnen, jedoch wurde nur der ordnende Effekt
und die Bildung des L, Phasenzustandes gezeigt. Eine Beteiligung der Hopanoide an der
Membrananpassung an niedrige Temperaturen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht. Weiterhin konnten in vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe Lipski keine
Hopanoide, unabhéngig von der Wachstumstemperatur, bei den genannten Modellorganismen
detektiert werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den vorhandenen Daten aus der Literatur
(KucHTA et al., 1998). Weiterhin wurden Hopanoide bei einem Bacillus cereus und
Rhodococcus erythropolis Isolat bei 30°C Wachstumstemperatur detektiert, deren
Konzentration sich bei 10 °C stark reduzierte beziehungsweise nicht mehr detektierbar war
(MEYER, 2011). Als Referenzorganismus fur die Hopanoidbestimmung wurde Alicyclobacillus
acidocaldarius DSM 446 untersucht (BRINGER et al., 1985; REZANKA et al., 2010). Bei diesem
thermophilen Organismus konnten Hopanoide bei 70 °CC Wachstumstemperatur aber nicht bei
50 °C detektiert werden. Die Auswirkung der Hopanoide auf die Membran wurde in vitro und
in Methylobacterium extorquens bereits gezeigt (SAENZ et al., 2012; SAENZ et al., 2015). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass mit der Reduktion der Temperaturen eine starke bis
vollstandige Reduktion des Hopanoidgehaltes erfolgte. Folglich koénnte eine verstarkte

Hopanoideinlagerung eine Fettsdure-unabhangige Membranadaptation bei thermophilen
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Mikroorganismen beziehungsweise bei Temperaturen tber 30 °C darstellen. Gleichzeitig
bedeutet dies, dass im Zusammenhang mit der hier untersuchten Fettsdure-unabhangigen
Kélteadaptation der Kalte-toleranten mesophilen Bakterien, Hopanoide keine Relevanz fur

diese Arbeit besitzen.

4.3.1 Isoprenoide Chinone

Nach dem derzeitigen Kenntnisstand zeigt diese Arbeit zum ersten Mal die Beteiligung von
isoprenoiden Chinonen an der Anpassung der Membranfluiditat in ganzen lebenden Zellen
(Abschnitt 4.1). Innerhalb der L.monocytogenes Stdmme konnten Stamm-spezifische
Unterschiede in der Menachinonkonzentration bei niedrigen Temperaturen gezeigt werden.
Diese korrelierten stark mit den unterschiedlichen Auspragungen der Fettsdureanpassung
(Abb. 17). Ein anderer Zusammenhang zeigte sich bei P. glucanolyticus J12. Die Verdopplung
des Menachinongehaltes trat erst in der stationdren Phase, die mit einer starken Reduktion der
Fettsduremodifikation einherging, auf (Abb. 26B, Tab. 10). Folglich korrelierten in beiden
Féllen auch die beiden Mechanismen der Membrananpassung, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass die hohere Einlagerung der isoprenoiden Chinone die geringe Fettséure-
abhangige Modifikation kompensieren kann. Anhand der Wachstumsraten und des Gefrier-
Auftau-Stresstestes konnten keine Unterschiede in der Qualitdt der verschiedenen
Kombinationen der Fettsdure-abhdngigen sowie Menachinon-abhangigen Modifikation
ausgemacht werden (Abschnitt 4.1.1, 4.1.3).

Mit Hilfe der Sonden-abh&ngigen Fluoreszenzmessungen konnten deutliche Vorteile der
Membraneigenschaften durch die hohere Einlagerung von Menachinonen bei niedrigen
Temperaturen gemessen werden (Abschnitt 4.1.6). Weiterhin konnte eindeutig gezeigt werden,
dass die Verbesserung der Membranfluiditat bei niedrigen Temperaturen durch die Induktion
der Fluid-geordneten Membranphase (Lo) erfolgte. Dieser Vorgang war analog zu der
bekannten Induktion der Lo-Phase durch Inkorporation von Cholesterol in eukaryotischen
Zellen (1.2). Dies auflerte sich in der hohen Membranordnung und der gleichzeitigen
Gewabhrleistung einer hohen Membranfluiditat (Abschnitt 1.2, 4.1.6). Anhand einzelner FAME-
Quantifizierungen konnten abgeleitet werden, dass isoprenoide Chinone 1-2-%-ig in der
Membran vorliegen. Damit erfolgte eine stérkere Auspragung der Induktion der Lo-Phase in
ganzen Zellen im Vergleich zu artifiziellen Lipidvesikeln (Abb. 50; Asal, 2000). Eine
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Erklarung ware durch den komplexeren Aufbau der Zellmembran samt Proteinen und anderen
lipophilen Verbindungen, die den ordnenden Effekt verstarken kdnnten, gegeben. Hierdurch
wird aber auch verdeutlicht, dass Messungen an artifiziellen Vesikeln einen Anhaltspunkt
darstellen, aber nicht die Messungen an dem originalen System ersetzen kdnnen. Der
Zusammenhang zwischen Menachinongehalt und der Cholesterol-&hnlichen Auswirkung auf
die Membraneigenschaften konnte mit Hilfe eines Inhibitionsversuches verifiziert werden
(Abschnitt 4.1.8).

Fur beide Spezies konnte eine Transkriptomanalyse durchgefiihrt werden, bei der anhand
verschiedener Gene der Kalte-Stress detektiert werden konnte. Eine relevante Steigerung der
Expressionsrate der Gene, kodierend fir die Menachinonbiosynthese, konnte nur fur
P. glucanolyticus J12 festgestellt werden. Die geringe EXxpressionssteigerung von
L. monocytogenes FFH konnte durch die geringere Differenz der Menachinonkonzentration zu
den mesophil-temperierten Ansétzen bedingt werden. Hier zeigte sich im Gegensatz zum
Stamm J12 nur eine halb so hohe Anderung der Menachinonkonzentration (Abschnitt 4.1.5).
Die Reduktion der ungesattigten Fettsdure 16:1cis5 in P. glucanolyticus J12 von der
exponentiellen zur stationdren Phase bei kalten Bedingungen konnte auch anhand der
Transkriptomdaten gesehen werden (Tab. 10). Die Fettséure-spezifische Desaturase wies eine
2,8-fache Reduktion, sogar im Vergleich zu den 30 °C Ansatzen, bei denen diese ungesattigte
Fettsaure nur einen Anteil von 1 % besal, auf (WEBER et al., 2001; BERANOVA et al., 2010).
Es kann angenommen werden, dass zur stationdren Phase eine kontrollierte Regulation der
beiden Membrananpassungsmechanismen erfolgt, bei der die Fettsdure-abhéngige Anpassung
reduziert und vermehrt Menachinon inkorporiert wird. Fir eine endgultige Beurteilung misste

zusatzlich die Expression bei 10 °C in der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt werden.

Auch wenn anhand der Wachstumsraten und des Gefrier-Auftau-Stresstest kein Unterschied
festgestellt werden konnte, so verdeutlicht diese kontrollierte Regulation, dass ein Nutzen in
der Menachinon-abhangigen Membranadaptation vorliegen durfte. Fir Organismen mit einer
Anpassungsfahigkeit an einen breiten Wachstumstemperaturbereich wie in L. monocytogenes,
kann darin eine Begriindung vorgefunden werden. Weiterhin liefert die Zunahme des
Menachinongehaltes zur stationdren Phase einen Hinweis auf eine Verbesserung der Zellfitness
der bereits aufgebauten Zellbiomasse, bei der die optimale Membranfluiditat durch die
Induktion des Lo-Membranzustandes von Temperaturschwankungen weniger beeintrachtigt ist.

Ebenfalls entfallt die Energie-intensive de novo Synthese der verzweigten Fettsduren und der
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entsprechenden Lipide, die insbesondere in der stationaren Phase und der einhergehenden stark

reduzierten Teilungsrate einen negativen Einfluss hatte.

Es wurde bereits erwahnt (Abschnitt 1), dass Psychrotolerante und Kalte-tolerante Mesophile
hauptsachlich terrestrische Habitate bewohnen (BOLTER, 2004; HELMKE & WEYLAND, 2004)
und diese stdndigen Temperaturschwankungen unterworfen sind. Diese kénnten aufgrund der
grolRen Temperaturbereiche, in denen eine optimale Membranfluiditét vorliegt, kompensiert
werden. Entsprechendes gilt fur gekihlte Lebensmittel, die bis zu ihrem Verzehr ebenfalls
standigen Temperaturschwankungen unterzogen sind. Fir die Listerien konnte sich dieser
Zusammenhang auch auf ihre Virulenz auswirken. Die genannten Vorteile der Lo-Phase kdnnte
die Abwehr gegen das Immunsystem verbessern und somit die Infektion beginstigen (Liu et
al., 2005). Weiterhin zeigte Chen et al. (2017), dass fir das cytosolische Uberleben von
L. monocytogenes das MK-Intermediat DHNA und nicht das vollstdndige Menachinon
essentiell war. Dadurch wurde gezeigt, dass die respiratorische Funktion hierfiir nicht gebraucht
wurde. Dies stellt nur eine abgeleitete Vermutung dar, die separat untersucht werden mdisste.
In diesem Zusammenhang zeigte sich eine interessante Verbindung: Den Typstamm
DSM 206007 ausgeschlossen, besaRen die prasumtiven Stimme des Serovars 4b die
durchschnittlich hochsten Menachinonkonzentrationen. Gleichzeitig wurde in mehreren
Studien gezeigt, dass in humanen Listeriose-Ausbriichen hauptséchlich Stdimme des Serovars
4b isoliert worden sind (FARBER & PETERKIN, 1991; BUCHRIESER et al., 1993; DouMITH et al.,
2004a; EVANS et al., 2004; Nelson et al., 2004). Und dass Lebensmittel-pravalente
L. monocytogenes Stamme meistens das Serovar 1/2a beinhalten, aber deutlich seltener bei
humanen Listerioseausbrichen detektiert werden, obwohl der hédufigste Infektionsweg Uber

kontaminierte Lebensmittel erfolgt.

4.3.2 Carotinoide

Nach dem jetzigen Kenntnisstand zeigt diese Arbeit zum ersten Mal die Veranderung der
Membranfluiditdt und Membranordnung in lebenden Zellen durch Erh6hung des
Carotinoidgehaltes der Zelle (Abschnitt 4.2). Hierdurch wurde die Membranfluiditat bei
niedrigen Temperaturen verbessert und steht im Einklang mit friiheren Erkenntnissen in

kinstlichen Liposomen (Abschnitt 1.3.2). Zwar wurde die Auswirkung von Carotinoiden auf
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Biomembranen mit Hilfe artifizieller Vesikel untersucht, aber eine vermutete Verbindung mit
der Kélteadaptation (NES, 1974) wurde nicht in vivo untersucht. Flr beide untersuchten
pigmentierten Spezies S. xylosus und M. luteus konnte eine deutliche Zunahme der Carotinoid-
Inkorporation beobachtet werden. Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Hypothese, ob
hierdurch nun eine Fettsaure-unabhéngige Kalteadaptation der Zellmembran erfolgen konnte,
wie sie zuvor fir Menachinone gezeigt worden ist (Seel et al., 2018).

Um die Carotinoid-abhangige Membranmodifikation korrekt zu deuten, wurde auch in diesem
Fall eine Chinonanalyse durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass in beiden Spezies der
Menachinongehalt sich leicht bis moderat reduzierte und somit keine kontrollierte Menachinon-
abhangige Kalteadaptation zu erwarten war (Abschnitt 4.2.4). Das Ausmal der Fettsaure-
abhangigen Anpassung konnte auf Basis der vorherigen AWAMT-Ergebnisse als stark
(M. luteus DSM 200307) moderat (beide S.xylosus Stamme) und gering (Stamm J3)
eingeordnet werden (Abschnitt 4.2.3). Insbesondere fiir die Staphylokokken konnte aufgrund
der fehlenden Pigmentierung bei 30 °C eine starke Zunahme der Carotinoidsynthese beobachtet
werden (Abschnitt 4.2.5). Der Stamm J3 zeichnete sich durch einen hohen Anteil an
glucosylierten Carotinoiden aus, wobei die Temperaturreduktion eine Zunahme des polarsten
Carotinoids Sarcinaxanthin-Diglucosid auf 80 % zur Folge hatte (Abschnitt 4.2.5). Die
Priorisierung von polaren Carotinoiden koénnte mit der starkeren Auswirkung von polaren
Carotinoiden auf die Membraneigenschaften (GABRIELSKA & GRUSZECKI, 1996)
zusammenhéngen. So zeigte ZAKAR et al. (2017), dass der Anteil von Xanthophyll im
Vergleich zu B-Carotin in einem Cyanobakterien-Stamm, der keine mehrfach ungesattigten
Lipide bilden konnte, mit Temperaturreduktion zunahm. Dieser Zusammenhang wurde durch
die geringe Auspragung der Fettsdure-abhangigen Adaptation in Stamm J3 sichtbar. Bei den
gebildeten Hauptcarotinoiden der beiden untersuchten Spezies handelt es sich um polare
Xanthophylle, bei denen eine starke Auswirkung auf die Membraneigenschaften erwartet wird.
Dies begriindet sich durch die Orientierung und Interaktion von Xanthophyllen und der

Zellmembran im Vergleich zu Carotinen (MILON et al., 1986, GRUSZECKI, 2004).

Mit den Sonden-abhéngigen Fluoreszenzmessungen und der daraus resultierenden Bestimmung
der Membranparameter-Ordnung sowie Fluiditdt konnte eine deutliche Veranderung der
Membraneigenschaften festgestellt werden. Es wurde wiederrum eine Cholesterol dhnliche
Membranmodifikation festgestellt, bei der die Lo-Phase induziert wurde. Aufgrund der

starkeren Interaktion der hier untersuchten Carotinoide konnte im Vergleich zu der

174



4 Diskussion

Menachinon-abhéngigen =~ Membranmodifikation eine starkere  Rigidisierung  und
Kondensierung der Membran beobachtet werden (Abb. 38 und 47). Gleichzeitig konnte bei
niedrigen Temperaturen eine hohe Membranfluiditdt gemessen werden. Die verstarkte
Inkorporation der Carotinoide hatte eine starke Verbreiterung des Phasentiberganges zur Folge,
der sich durch eine gleichbleibende Membranfluiditat Gber einen Temperaturbereich von 55 °C
auszeichnete (Abschnitt 4.2.6).

Mit Hilfe der Transkriptomanalyse konnte auch fir S.xylosus J70 eine starke
Expressionszunahme der entsprechenden Gene fiir die Carotinoidbiosynthese gemessen
werden. Aufgrund der geringen Konzentrationsanderung der Carotinoide bei den gemessenen
Temperaturen konnte fir M. luteus J3 keine relevante Expressionssteigerung der
entsprechenden Gene beobachtet werden. Jedoch konnten signifikante Zunahmen der Gen-
Expressionen, verantwortlich fur die Bildung der glucosylierten Carotinoide, festgestellt
werden. Folglich war eine kontrollierte Regulation nicht nur von der Konzentration, sondern
auch von der Zusammensetzung der Carotinoide vorhanden. Das zeigt, dass diese Zellen
kontrolliert Carotinoide (genauer Xanthophylle) regulieren, um nachteilige Effekte durch kalte
Bedingungen zu kompensieren. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass die Carotinoid-
anreicherung der Zellen zu einer erhohten Resistenz gegenuiber Gefrier-Auftau-Stress flihrte
und damit eine schutzende Wirkung auf die Zelle bei niedrigen Temperaturen besaR.
Inhibitionstests wurden auch in diesem Fall, um die zuvor gemachten positiven Eigenschaften
durch die erhohte Carotinoidinkorporation zu verifizieren (Abschnitt 4.2.8), durchgefiihrt.
Damit konnte bestitigt werden, dass die Anderung der Membraneigenschaften als die
Verbesserung der Uberlebensrate bei Gefrier-Auftau-Stress auf den Carotinoidgehalt der Zellen
zurlickzufuhren war. Auch in diesem Fall sollten sich weitere positive Eigenschaften durch die
stark geordnete Membran ergeben. So wurde bereits eine starkere Resistenz von pigmentierten
S.aureus Stdmmen im Vergleich zu unpigmentierten Deletionsmutanten gegeniber
Immunabwehrzellen gezeigt (MISHRA et al., 2011; KOSSAKOWSKA-ZWIERUCHO et al., 2016).
Zum anderen wird der Einfluss von Temperaturschwankungen auf die Membranfluiditat durch
die Verbreiterung des Phasentiberganges deutlich reduziert. Auch zeigt sich die Relevanz von
Kaélte-toleranten mesophilen Bakterien, die terrestrische Habitate bewohnen und somit auch mit
Lebensmitteln assoziiert sind. Fir beide S.xylosus Stdmme wurde auch wahrend der
Optimierung der Carotinoid-Identifikation festgestellt, dass sich die Konzentration zum
stationaren Bereich noch weiter erhoht. Es konnte analog zum Stamm J12 eine

Fitnessverbesserung alter Zellen erfolgen, wodurch sich die Erhaltung bereits produzierter
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Biomasse erhoht. Die Relevanz ist insbesondere in der nattirlichen Umgebung, bei der die
Nahrstoffe nicht im Uberfluss vorhanden sind, gegeben.

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass in den untersuchten Kalte-toleranten mesophilen
Bakterien eine Fettsdure-unabhéngige Kélteadaptation der Zellmembran durch die lipophilen
Verbindungen der isoprenoiden Chinone wund Carotinoide vorlag. Anhand der
Transkriptomdaten konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Fettsdure-unabhéngige
Anpassung eine kontrollierte Regulation der Zellen bei niedrigen Temperaturen darstellt.
Insbesondere anhand der Vielzahl der L. monocytogenes Stamme konnte beobachtet werden,
dass eine schwachere Auspragung der Fettsdureadaptation durch eine hohere Inkorporation von
isoprenoiden Chinonen kompensiert wurde. Mit der erhohten Einlagerung der untersuchten
Verbindungen wurde dabei die Lo Membranphase induziert, welche die Vorteile einer rigiden
Membran mit der Funktionalitat einer hohen Membranfluiditat kombiniert (Abb. 2). Hierdurch
konnte das Verstandnis der Temperaturanpassung der Membran an niedrige Temperaturen

prazisiert und erweitert werden.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Fettsdure-unabhéngigen Kalteadaptation der
bakteriellen Zellmembran, die ein weitgehend unbearbeitetes Gebiet darstellt. Die
Zellmembran ist ein kritisches Zellbestandteil, das die Zelle von der Umgebung abtrennt und
den Ort wichtiger Funktionen wie zum Beispiel der Energiegenerierung, N&hrstoffaufnahme
und Sensorik bildet. Nach dem bisherigen Kenntnisstand der Forschung erfolgt die Adaptation
der bakteriellen Zellmembran durch die Anderung der Fettsaurezusammensetzung. Wobei zwei
biologisch relevante Membranphasen, die feste geordnete (So) Gelphase und die fluide
ungeordnete (Lq) Fllssigphase, vorliegen.

In dieser Arbeit wurden Lebensmittel-assoziierte Isolate, deren Fettsaure-abhéngige
Kélteadaptation keine oder eine unzureichende Anpassung indizierten, verwendet. Um die
Hypothese der Fettsdure-unabhéngigen Kalteadaptation nachzuweisen, wurden verschiedene
Verfahren zur Analyse der Lipide verwendet wund mit Sonden-abh&ngigen
Fluoreszenzmessungen zur direkten Bestimmung der Membraneigenschaften, bei mesophilen
und niedrigen Wachstums-temperaturen, kombiniert. Nach dieser Beurteilung wurden die

Zusammenhange mittels Inhibitionsversuchen und einer Transkriptomanalyse verifiziert.

Das Ausmald der Fettsdure-abhéngigen Adaptation wurde mit Hilfe der Fettsaureprofile
bestimmt. In diesem Zusammenhang wurde der AWAMT-Wert etabliert, womit alle
detektierten Fettsauren anhand ihrer Schmelztemperatur und ihrem Anteil gewichtet wurden.
Hierdurch konnten Unterschiede in der Fettsdure-abhéngigen Kaélteadaptation bei den
untersuchten Stammen festgestellt werden. Insbesondere fir die Listeria-Stamme konnten, bei
beiden Wachstumstemperaturen, Unterschiede in der Auspragung der Fettsdureadaptation
beobachtet werden, die bereits auf eine potentielle Fettsdure-unabhdngige Anpassung

hindeuteten.

Im ndchsten Schritt erfolgte eine Analyse der verdéachtigten lipophilen Verbindungen, die eine
Fettsédure-unabhé&ngige Anpassung in bakteriellen Membranen ermdglichen sollten. Dabei
standen die beiden Stoffgruppen der isoprenoiden Chinone und Carotinoide im Fokus. Fir die
Analyse der beiden Stoffgruppen wurden Extraktionsverfahren etabliert, die eine vollstdndige
und konsistente Extraktion, Quantifikation und Identifikation erméglichten. Anhand der
Modellorganismen L. monocytogenes und P. glucanolyticus konnte eine Erhéhung des

Menachinongehaltes bei niedrigen Temperaturen detektiert werden. Durch die hohe Anzahl der
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L. monocytogenes Isolate konnte auch eine strenge signifikante Korrelation zwischen dem
Menachinongehalt und der Ausprdgung der Fettsdureanpassung gezeigt werden. Das
implizierte ein Zusammenspiel zweier Adaptationsmechanismen. Die Zunahme des
Carotinoidgehaltes konnten ebenfalls bei beiden Modellorganismen S. xylosus und M. luteus

gezeigt werden.

Sonden-abhangige Fluoreszenzmessungen erlaubten im ndchsten Schritt die direkte
Beurteilung der Membranordnung und -fluiditdt an ganzen lebenden Zellen. Es konnte
eindeutig gezeigt werden, dass die Fettsdure-unabhangige Anpassung mittels erhohten
Konzentrationen an isoprenoiden Chinonen und Carotinoiden zu einer Verbesserung der
Membranfluiditat bei niedrigen Temperaturen flhrte, wobei gleichzeitig die Rigiditat der
Membran erhéht wurde. Dies implizierte die Induktion des fliissig-geordneten (Lo) Zustandes,
der die positiven Eigenschaften einer geordneten, kondensierten Membran mit einer hohen
Membranfluiditat, die fir die physiologische Aktivitat der Membran von Néten ist, kombiniert.
Im Fall der beiden S. xylosus und M. luteus Stdimme konnte eine verbesserte Kalteresistenz
durch die Carotinoid-abhangige Kalteadaptation der Membran nachgewiesen werden. Auch
hier ermdglichte die Vielzahl der L. monocytogenes Isolate eine strenge signifikante
Korrelation zwischen den beiden Membranparametern und dem Menachinongehalt

aufzuzeigen.

Verschiedene Inhibitionsversuche sollten den direkten Zusammenhang, der gezeigten
Fettsdure-unabhangigen Anpassung der Zellmembran, verifizieren. Hierflir wurde der
Menachinongehalt in zwei ausgewéhlten L. monocytogenes Stammen und der Carotinoidgehalt
in S. xylosus erfolgreich reduziert. Es konnte demonstriert werden, dass die Auswirkungen auf
die Membran teilweise oder vollstandig rickgangig gemacht werden konnten. Das heif3t, der
Phasentibergang wurde wieder verschmalert, was zu einer Abnahme der Membranfluiditat
fihrte. Gleichzeitig konnte auch durch einen Kaltestresstest gezeigt werden, dass die
verbesserte Uberlebensfahigkeit der Zellen von Carotinoiden beeinflusst wurde und nicht durch
andere Prozesse der allgemeinen Kélteadaptation der Zelle bedingt war. Mit Hilfe der
Transkriptomdaten konnte schlussendlich gezeigt werden, dass die Fettsdure-unabhéngige
Adaptation eine kontrollierte Regulation der Zellen darstellt und sich somit wahrscheinlich

noch weitere Vorteile dadurch ergeben kdnnten.
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Anhang 1: Halb-Logarithmische Darstellung des Wachstumsverlaufs der beiden P. glucanolyticus
Stamme bei A, 30 °C und B, 10 °C Wachstumstemperatur. A, gestrichelte Linie repasentiert den
Stamm DSM 5162". o, gepunktete Linie reprasentiert den Stamm J12. Datenpunkte stelle Mittelwerte

dar (n =3).
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Anhang 2: Halb-logarithmische Darstellung des Wachstumsverlaufs der beiden S. xylosus Stamme
bei 30 °C (A) und 10 °C (B) Wachstumstemperatur. O, gestrichelte Linie reprasentiert die Datenpunkte
des Stamm DSM 20266". A, gepunktete Linie reprasendiert die Datenpunkte des Stamms J70.
Datenpunkte stellen einen Mittelwert dar (n = 3 biologische Replikate).
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Anhang 3: Halb-logarithmische Darstellung des Wachstumsverlaufs der beiden M. luteus Stamme
bei 30°C (A) sowie 10 °C (B). o, gestrichelte Linie repradsentiert die Datenpunkte des Stamm
DSM 20030". A, gepunktete Linie reprasendiert die Datenpunkte des Stamms J3. Datenpunkte stellen
einen Mittelwert dar (n=3 biologische Replikate). Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.
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Anhang 4: UV/Vis-Spektren der detektierten Carotinoide der S. xylosus Stimme mittels (U)HPLC.
Peak 0 (4,4'-Diaponeurosporen-aldehyd) und Peak 10 (4,4'-Diaponeurosporen) wurden nur bei
Extrakten von 30 °C inkubierten Zellen der stationdaren Wachstumsphase detektiert. Peak 1 + 2 = (cis)-

4,4'-Diaponeurosporensaure, Peak 3 = Staphyloxanthin ahnliches Molekil_1, Peak 4 +5

(cis)

Staphyloxanthin, Peak 6 + 7 = (cis)- Staphyloxanthin dhnliches Molekill_2, Peak 8 + 9 = Staphyloxanthin

ahnliches Molekil_3, Peak 11

Spektrum konnte erst bei der Extraktion von stationdren Kulturen detektiert werden.

Staphyloxanthin ahnliches Molekiil_ 4 und das entsprechende
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Anhang 5: UV/Vis-Spektren der detektierten Carotinoide der M. luteus Stimme mittels (U)HPLC.
Spektrum 5 ist aufgrund der geringen Konzentration nicht vollstandig ausgepragt.
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