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1 Einleitung 

1.1 Milchsäurebakterien und ihre Bedeutung für den Menschen 

Milch wird seit mehr als 10.000 Jahren von den Menschen als Nahrungsmittel genutzt (Sila-

nikove et al., 2015). Die Fermentation von Milch zur Verlängerung der Haltbarkeit sowie zur 

Gewinnung fester und halbfester Milchprodukte wurde lange Zeit ohne ein Bewusstsein über 

den eigentlichen Fermentationsprozess eingesetzt (Heller, 2005), bis Pasteur im Jahr 1857 als 

Erster die Milchsäuregärung durch Milchsäurebakterien beschrieb. Heutzutage zählt Milch zu 

den vielseitigsten Nahrungsmitteln der Welt (Bundesministerium für Ernährung, Landwirt-

schaft und Verbraucherschutz, 2010). Der aktuelle Pro-Kopf-Verbrauch von Milch und 

Milchprodukten liegt in Deutschland bei etwa 122 kg pro Jahr (Milchindustrie-Verband e.V., 

2015). Die für die Milchfermentation verantwortlichen Milchsäurebakterien haben für den 

Menschen eine bivalente Bedeutung. Einerseits zählen sie als Kommensalen des menschli-

chen Körpers zu den wichtigsten Vertretern der Darm-, Haut- und Schleimhautmikrobiota, 

werden zur Produktion fermentierter Lebensmittel wie Milchprodukte, Fleisch und Gemüse 

eingesetzt (Fuchs et al., 2007) und einigen Spezies werden probiotische Eigenschaften zuge-

schrieben (Heller, 2001). Andererseits befinden sich Störer von alkoholischen Gärungen, 

Verderbniserreger von Bier, Wein und Fleischprodukten sowie Humanpathogene der Gattung 

Streptococcus, wie der Scharlach verursachende Streptococcus pyogenes unter ihnen (Du Toit 

et al., 2014; Pothakos et al., 2015). Milchsäurebakterien gehören zum Clostridium-Zweig der 

grampositiven Firmicutes mit einem niedrigen mol% GC-Gehalt (≤ 46, bei einigen Laktoba-

zillen bis 55) (Madigan et al., 2006). Genauer bilden sie eine taxonomisch und morphologisch 

heterogene Gruppe der Ordnung Lactobacillales innerhalb der Klasse Bacilli (Autenrieth et 

al., 2009; Lahtinen, 2012). Sie sind anaerob, aber aerotolerant, organotroph, säuretolerant, 

Katalase-negativ und bilden keine Sporen (König et al., 2009). Ihre Morphologie ist stäbchen-

förmig oder kokkoid (Mahony und van Sinderen, 2014). Aufgrund ihrer zum Teil fehlenden 

Fähigkeit, Aminosäuren und Vitamine selbst zu synthetisieren, sind sie auf nährstoffreiche 

Habitate wie Milch, Fleisch, Darm oder Pflanzenmaterial angewiesen (Fuchs et al., 2007). Da 

sie im Gegensatz zu vielen anderen Mikroorganismen zum Wachstum kein Eisen benötigen, 

können sie in Milch, in der praktisch sämtliches Eisen an Lactoferrin gebunden vorliegt, 

wachsen (Pandey et al., 1994). In der Milchsäuregärung verstoffwechseln Milchsäurebakte-

rien Monosaccharide hauptsächlich zu Milchsäure (Lactat) und senken auf diese Weise 

gleichzeitig den pH-Wert des umgebenden Milieus (Slonczewski und Foster, 2012; Marcó et 

al., 2012). Milchzucker (Lactose), der zu vier bis acht Prozent in Milch vorkommt, wird durch 
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eine intrazelluläre β-Galactosidase bzw. Phospho-β-Galactosidase in Galactose und Glucose 

bzw. Galactose-6-P und Glucose gespalten (Heller, 2005; Walstra et al., 2006). Anhand der 

gebildeten Endprodukte werden homofermentative von heterofermentativen Milchsäurebakte-

rien unterschieden (Holzapfel und Wood, 2012). Homofermentative bilden aus Hexosen über 

die Glykolyse fast ausschließlich Lactat, während Heterofermentative zusätzlich Nebenpro-

dukte wie Ethanol, CO2 und Essigsäure produzieren (Mercenier et al., 1994). Letzteren fehlt 

die Aldolase, das Schlüsselenzym der Glykolyse, so dass sie insbesondere Pentosen über den 

Phosphoketolase-Weg abbauen. Abhängig von ihrer optimalen Wachstumstemperatur werden 

Milchsäurebakterien in mesophil (18 - 32 °C) und thermophil (35 - 45 °C) unterteilt (Salmi-

nen et al., 2004). Bei der Milchfermentation werden je nach Wunschprodukt unterschiedliche 

Milchsäurebakterien als Starterkulturen der sterilisierten oder teilentkeimten (pasteurisierten) 

Milch zugeführt. Vorrangig finden Stämme von Lactococcus lactis (L. lactis), Streptococcus 

thermophilus (S. thermophilus), Lactobacillus spp. (Lb. spp.) und Leuconostoc spp. (Lc. spp.) 

Anwendung (Mahony et al., 2012). S. thermophilus gilt nach L. lactis als zweitwichtigstes 

Starterbakterium in der Milchindustrie (Fox, 2004; Lecomte et al., 2016) und wird mit Lb. 

delbrueckii ssp. bulgaricus zur Joghurtherstellung (Moineau et al., 1995; Du Toit et al., 2014) 

und für die Herstellung von Mozzarella, Cheddar sowie Hartkäse eingesetzt (Delcour et al., 

2000; Quiberoni et al., 2006). Neben probiotischen (Hirayama und Rafter, 2000; Guigas et 

al., 2015) besitzt S. thermophilus Eigenschaften, wie die Produktion bestimmter Proteine, 

Polysaccharide und Bacteriocine, die es für eine industrielle Nutzung interessant machen 

(Kabuki et al., 2007; Zhang et al., 2011). Die Einstufung als sicherer GRAS-Organismus ist 

für Spezies dieser Gattung eine Ausnahme (Levesque et al., 2005; Du Toit et al., 2014). 

Die Ansäuerung der Milch durch Milchsäurebakterien hat zwei grundlegende Effekte. Sie 

verhindert das Wachstum potenziell pathogener Bakterien, wodurch die Milchprodukte länger 

haltbar werden und sie bewirkt eine Dicklegung der Milch durch Gerinnung des Milcheiwei-

ßes Kasein (Teshome, 2015). Die Dicklegung ist Ausgangspunkt zur Herstellung der ver-

schiedenen Milchprodukte, deren Textur und Aroma maßgeblich durch die Milchsäurebakte-

rien bestimmt werden. Das Wachstum der Starterkulturen und damit die Milchfermentation 

kann durch Störfaktoren beeinträchtigt werden. Darunter fallen Antibiotika-, Bacteriocin- und 

Reinigungsmittel-Rückstände in der Milch (Salminen et al., 2004). Weiterhin spielt die Quali-

tät der Rohmilch selbst eine wichtige Rolle, denn natürlicherweise in der Milch vorkommende 

Lactoperoxidase-Systeme, Immunglobuline und Lysozyme wirken antibakteriell (Marcó et 

al., 2012). Das Hauptproblem stellt jedoch die Infektion von Starterkulturen mit Bakteriopha-

gen dar (Murphy et al., 2013).  
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1.2 Bakteriophagen – Segen und Fluch zugleich 

1.2.1 Systematik und Morphologie der Bakteriophagen 

Bakteriophagen, kurz Phagen, sind Bakterien und Archaeen parasitierende Viren (Clokie et 

al., 2011). Im Jahr 1915 entdeckte der Engländer Twort ein Agens, das Staphylokokken auf 

einer Platte lysierte und bakteriendichte Filter passierte (Twort, 1915). Kurze Zeit später beo-

bachtete der Kanadier d`Hérelle das gleiche Phänomen bei Shigella und prägte den Namen 

„Bakteriophage“ (altgriech. baktérion „Stäbchen“; phagos „Fresser“) (d`Hérelle, 1917). Pha-

gen besitzen weder einen Replikationsapparat noch einen Stoffwechsel, was sie als obligat 

intrazelluläre Parasiten auszeichnet. Sie sind ohne eine lebende Wirtszelle zwar persistent, 

aber nicht vermehrungsfähig. Wie ihre Wirtszellen kommen Phagen ubiquitär vor (Chibani-

Chennoufi et al., 2004; Marcó et al., 2012). Es wird geschätzt, dass sie mit 10
31 

Partikeln die 

häufigste biologische Einheit der Welt darstellen (McNair et al., 2012). Im Jahr 1967 führte 

Bradley eine Systematik basierend auf der Nukleinsäureart und der Morphologie mit den 

sechs Morphotypen der geschwänzten (A bis C), polyedrischen (D und E) und filamentösen 

(F) Phagen ein (Bradley, 1967). Diese wurde 1974 von Ackermann durch Einteilung der ge-

schwänzten Phagen anhand ihrer Kopfform in isometrisch, prolat und lang-prolat und Einfüh-

rung der pleomorphen Phagen (G), modifiziert 

(Ackermann und Eisenstark, 1974) (Abb. 1). 

Die geschwänzten Phagen umfassen 96 % aller 

bekannten Phagen. Sie bilden die Ordnung 

Caudovirales, die sich in die Familien Myo-

viridae, Siphoviridae und Podoviridae mit 

unterschiedlichen Schwanzstrukturen gliedert 

(Ackermann, 2007). Die Phagen der Myo-

viridae Familie besitzen einen langen kontrak-

tilen Schwanz. Die Siphoviridae Phagen mit 

einem langen flexiblen, aber nicht-kontraktilen 

Schwanz machen mit 61 % die größte Familie 

aus (Mahony et al., 2012). Ein kurzer nicht-

kontraktiler Schwanz zeichnet die Phagen der 

Podoviridae Familie aus. Die übrigen 3 bis 4 

% der Phagen gliedern sich in die acht Fami-

lien der polyedrischen, filamentösen und pleomorphen Phagen (Tab. 1).  

Abb. 1. Einteilung der Phagen in die Morphotypen A 

bis G nach Ackermann (2001). A bis C bilden die 

Ordnung der geschwänzten Caudovirales, die zusätz-

lich anhand ihrer Kopfform in isometrisch (1), prolat 

(2) und lang-prolat (3) unterteilt werden. Die Mor-

photypen werden in Tab. 1 genauer beschrieben. 
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Tab. 1. Systematische Einteilung der Phagen (modifiziert aus Ackermann 2001; 2011 und ICTV, 2015). 

Form Morphotyp Genom Familie Vertreter Morphologie 

 

geschwänzt 

 

A1 bis A3  

 

dsDNA(l) 

 

 

Myoviridae P1, P2, T4, Mu 
langer, kontraktiler 

Schwanz 

B1 bis B3 Siphoviridae λ, T1, T5 
langer, nicht-kontraktiler 

Schwanz 

C1 bis C3 Podoviridae T7, P22 
kurzer, nicht-kontraktiler 

Schwanz 

 

 

polyedrisch 

 

 

 

 

D1 ssDNA(z) Microviridae ϕX174 auffällige Kapsomere 

D3  

dsDNA 

(z, l) 

 

Corticoviridae PM2 komplexes Kapsid 

D4 Tectiviridae PRD1 
doppeltes Kapsid, Pseu-

doschwanz 

D4? Sphaerolipoviridae
2
 P23-77, IN93 interne Lipidmembran 

E1 ssRNA(l) Leviviridae MS2 Polioviren-ähnlich 

E2 dsRNA(l) Cystoviridae ϕ6 Hülle, Lipide 

filamentös 
F1 

ssDNA(z) Inoviridae 
fd lange Filamente  

F2 1-aa kurzer Stab 

pleomorph G1 dsDNA(z) Plasmaviridae MVL2 Hülle, Lipide, kein Kapsid 

 

grau: Ordnung Caudovirales. ss: einzelsträngig; ds: doppelsträngig; z: zirkulär; l: linear;
 2 

ICTV, 2015.  

 
 

Seit Einführung der Negativfärbung 1959 wurden mehr als 5.500 Phagen unter dem Elektro-

nenmikroskop beschrieben (Ackermann, 2007). Das International Committee on Taxonomy of 

Viruses (ICTV) adaptierte die Systematik nach Bradley und gliedert Phagen mit derzeit 4.774 

erfassten Spezies in eine Ordnung, 11 Familien und mehrere Subfamilien als größte Gruppe in 

die Taxonomie der Viren ein (ICTV, 2015). Aktuell sind die Genome von 2.010 Phagen in 

der Datenbank des European Bioinforma-

tics Institute (EMBL-EBI) veröffentlicht 

(Januar 2017). Diese können als einzel- 

(ss) oder doppelsträngige (ds) sowie zirku-

läre oder lineare DNA oder RNA vorlie-

gen. Die Struktur von Phagen ist allgemein 

komplexer als die von eukaryotischen Vi-

ren. Sie lässt sich am besten anhand der 

Modell-Phagen T4 und λ erklären (Abb. 

2). Die Morphologie der Phagen von 

Milchsäurebakterien ähnelt zum Großteil 

der des Phagen λ (Desiere et al., 2002). 

Abb. 2. Schematischer Aufbau des Myoviridae Phagen T4 

(a) und des Siphoviridae Phagen λ (b). Beide gehören zu 

den dsDNA-Phagen. Der Schwanz des Siphoviridae Pha-

gen λ ist flexibel. 

www.microinmuno.qb.fcen.uba.ar/03-Bacteriophage.pdf 
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Der Myoviridae Phage T4 besitzt einen prolaten Kopf (in Abb. 2, a nicht dargestellt), während 

der Siphoviridae Phage λ einen isometrischen Kopf besitzt. Der Phagenkopf (Kapsid, capsid) 

wird aus verschiedenen Proteinen (Kapsomere) aufgebaut und umhüllt das Phagen-Genom. 

Bei den meisten Phagen ist der Kopf über einen Kragen (collar) mit dem Schwanz (tail) ver-

bunden. Der kontraktile Schwanz der Myoviridae besteht aus einem hohlen Kern, der von 

einem kontraktilen Schaft (sheath) umgeben ist (Aksyuk et al., 2009). An dessen Ende befin-

det sich eine Basalplatte (tail plate), an die lange Schwanzfibern (tail fibres) und kürzere 

Schwanzstifte (pins) angeheftet sein können (Walter et al., 2008). Der nicht-kontraktile 

Schwanz der Siphoviridae ist flexibel und trägt am Ende eine einzelne Schwanzfiber, während 

der der Podoviridae Phagen keine Fibern trägt, dafür aber Schwanzstifte. An der Spitze der 

Schwanzfibern sitzen Rezeptor-Bindeproteine, die für die Erkennung spezifischer bakterieller 

Zelloberflächenstrukturen zuständig sind (Tremblay et al., 2006; Spinelli et al., 2014).  

1.2.2 Vermehrung der Bakteriophagen 

Nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip kann ein Phage nur an einen bestimmten Rezeptor bin-

den (Moldovan et al., 2007), weshalb die meisten Phagen sehr spezifisch für eine Bakterien-

spezies oder sogar einen Bakterienstamm sind, aber verschiedene Phagen dieselbe Bakterien-

spezies infizieren können (Chibani-Chennoufi et al., 2004; González-Huici et al., 2004). Die 

Infektion der Wirtszelle verläuft in mehreren Schritten (Abb. 3). Da sich Phagen nicht aktiv 

bewegen können, schwimmen sie in einer Lösung oder fliegen in Aerosolen durch die Luft, 

bis sie zufällig auf eine Wirtszelle treffen, an die sie adsorbieren können. Die Adsorption fin-

det bei der Mehrheit aller 

Phagen mit dem Schwanz an 

einen Zuckerrest der Bakte-

rienoberfläche statt (Fox, 

2004) (Abb. 3.1). Grundsätz-

lich können jedoch sämtliche 

Oberflächenstrukturen als 

Rezeptoren genutzt werden 

(Rakhuba et al., 2010). Die 

erste Bindung ist bei ge-

schwänzten Phagen häufig 

reversibel und erst die nach-

Abb. 3. Lytische (rosa Pfeile) und lysogene (blaue Pfeile) Vermehrung 

der Bakteriophagen. 1. Adsorption; 2. DNA-Injektion; 3. Phagenvermeh-

rung; 4. Lyse der Bakterienzelle; 5. Integration der Phagen-DNA; 6. Ver-

mehrung der lysogenen Wirtszellen; 7. Induktion des Prophagen (Neve 

und Heller, 2013). 
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folgende Bindung an einen sekundären Rezeptor erfolgt irreversibel (Heller, 1992). Nach der 

Adsorption folgt die Penetration, bei der die Phagen nicht komplett in die Wirtszelle eindrin-

gen, sondern ledglich ihre DNA in das Bakterium injizieren (Poeggel, 2013) (Abb. 3.2). Zur 

Einbringung der DNA durch die Zellmembran ins Zytoplasma nutzen Phagen Peptidoglykan-

auflösende Enzyme und ihren Schwanz als Injektionsapparat, mit dem sie die Zellmembran 

durchstoßen (Farley et al., 2016). Die DNA im Kapsid ist hochkondensiert und wird im We-

sentlichen durch die darin gespeicherte Energie in die Zelle gedrückt. Die lineare Phagen-

DNA wird zum Schutz vor Endonukleasen der Wirtszelle sowie zur Vorbereitung auf die 

Replikation oder Integration im Zytoplasma zirkularisiert. Die Zirkularisierung findet durch 

eine Wirts-Ligase durch Verknüpfung der DNA-Enden statt (Pitcher et al., 2006). Anhand der 

darauffolgenden Vermehrungsstrategie werden temperente von virulenten Phagen unterschie-

den. Einen weiteren Vermehrungstyp stellt die Pseudolysogenie unter ungünstigen Bedingun-

gen (Los und Wegrzyn, 2012) und die Vermehrung filamentöser Phagen dar (Martinez et al., 

2016). Virulente Phagen vermehren sich ausschließlich lytisch (Abb. 3.1 bis 3.4). Direkt nach 

der Infektion beginnen sie mit der eigenen Vermehrung, die in der Freisetzung neuer Phagen 

und der damit verbundenen Abtötung der Bakterienzelle mündet. Das Wirtsgenom wird frag-

mentiert und die Phagen-DNA durch Nutzung der Transkriptionsmaschinerie der Wirtszelle 

(Tagami et al., 2014) repliziert, transkribiert und translatiert, sodass viele Kopien des Genoms 

und der Strukturproteine in der Zelle vorliegen. Aus den Strukturproteinen werden Phagen-

kopf und -schwanz assembliert, die DNA unter ATP-Verbrauch in das Prokapsid verpackt 

und schließlich der Kopf mit dem Schwanz verbunden. Die Freisetzung der Phagen erfolgt 

durch die phageneigenen Enzyme Holin und Endolysin, die zur Lyse der Zellwand führen 

(Wang et al., 2000). Die Dauer von der Infektion bis zur Phagenfreisetzung wird als Latenz-

zeit bezeichnet. Die Anzahl der Phagen, die aus einem Bakterium durch Infektion mit einem 

einzelnen Phagen freigesetzt werden, ist definiert als Wurfgröße (burst size). Latenzzeit und 

Wurfgröße sind charakteristische Parameter eines jeden Phagen (Wang, 2006). Temperente 

(lat. temperantia „Mäßigung“) Phagen, zu denen der bekannteste und am besten studierte E. 

coli Phage λ zählt, können sich sowohl lysogen als auch lytisch vermehren. Welche Entwick-

lung ein temperenter Phage einschlägt wird durch die Menge zweier Repressoren, die Be-

standteil eines genetischen Schalters (genetic switch) des Phagen sind, festgelegt (Ptashne, 

2004). Ein genetischer Schalter dient zum An- und Abschalten von Genen in Reaktion auf 

bestimmte Signale aus der Umwelt (Shenker und Lin, 2015). Er reicht von einem bistabilen 

System wie bei vielen Phagen und Bakterien bis hin zu komplexeren Netzwerken bei Pflanzen 

und Tieren (Alsing et al., 2011). Die beteiligten Gen-regulatorischen Elemente werden in cis- 
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und trans-Elemente gegliedert. Cis-regulatorische Elemente sind nicht-kodierende DNA-

Abschnitte, die upstream, downstream oder direkt in einer Gen-kodierenden Region, demnach 

auf dem gleichen DNA-Molekül (lat. cis „diesseits“) lokalisiert sind, und an die die trans-

regulatorischen Elemente, die auf einem anderen Molekül (lat. trans „jenseits“) lokalisiert 

sein können, zur Regulation der Genexpression binden (Cooper, 2000). Die Gene von Phagen 

sind grundsätzlich in Operons organisiert, die als Einheit von einem gemeinsamen Promotor 

transkribiert werden (Griffiths, 2000; Gann, 2010). Dieser wird über einen oder mehrere cis-

regulatorische Operatoren reguliert, die von trans-regulatorischen Proteinen mit einem DNA-

Bindemotiv, sogenannten Repressoren, gebunden werden (Eberwine, 1999; Alberts et al., 

2002). Der genetische Schalter temperenter Phagen wird charakteristischerweise aus zwei 

divergent orientierten Promotoren, einem bis mehreren Operatoren und regulatorischen Prote-

inen gebildet (Li et al., 1997). Die Bistabilität wird durch zwei Repressoren bedingt, die beim 

Phagen λ als CI und Cro und bei vielen funktionell abgeleiteten Repressoren anderer Phagen 

als CI-ähnlich (CI-like) bzw. Cro-ähnlich (Cro-like) bezeichnet werden. Diese regulieren die 

Transkription unmittelbar früher lysogener und lytischer Gene und legen so den Entwick-

lungsweg des Phagen fest (Bednarz et al., 2014). Der CI-ähnliche Repressor, der den lysoge-

nen Zustand durch Hemmung des lytischen Promotors etabliert, besitzt dabei eine Schlüssel-

funktion (Villanueva et al., 2015). Nach Injektion seiner DNA kann ein temperenter Phage als 

Prophage in das Genom der Wirtszelle integrieren oder als freies Plasmid in der Zelle vorlie-

gen (Mardanov und Ravin, 2007). Die unidirektionale und ortsspezifische Integration der zir-

kularisierten Phagen-DNA wird durch eine phagen-kodierte Integrase katalysiert (Fogg et al., 

2014). Sie erfolgt durch Rekombination zwischen homologen Sequenzbereichen, der phage 

attachment site (attP) im Phagengenom und der bacterial attachment site (attB) im Bakteri-

engenom, sodass der integrierte Prophage im Genom von der attL (left) und attR (right) flan-

kiert wird. Bei jeder Teilung der Bakterienzelle wird der Prophage passiv vermehrt, indem er 

an die Tochterzellen weitergegeben wird (Poeggel, 2013). Bakterien, die einen Prophagen 

tragen, werden als lysogen bezeichnet. Im lysogenen Zustand werden die Gene zur lytischen 

Vermehrung des Phagen stark reprimiert (Mardanov und Ravin, 2007). Dadurch bedingt ist 

der lysogene Zustand relativ stabil (Little et al., 1999), kann aber in die lytische Entwicklung 

übergehen. Dieser als Induktion bezeichnete Prozess findet häufiger spontan ohne externen 

Auslöser (Ghosh et al., 2009; Helfrich et al., 2015) sowie in Reaktion auf die SOS-Antwort 

der Wirtszelle statt (Kim und Ryu, 2013). Die SOS-Antwort ist ein globales, regulatives 

Netzwerk in Bakterien (und Archaeen), das durch DNA-Schädigungen aktiviert wird (Erill et 

al., 2007) und als Teil der bakteriellen Stressantwort zur DNA-Reparatur dient. Die Hauptre-
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gulatoren der SOS-Antwort sind die ubiquitär vorkommende, konservierte Protease RecA und 

der Repressor LexA (Michel, 2005). Unter normalen Wachstumsbedingungen bindet LexA an 

die SOS-Box in der Promotorregion der SOS-Gene und verhindert so deren Expression (Mi-

chel, 2005). Durch DNA-schädigende Umweltreize wie UV-Strahlung und Mitomycin C 

werden Doppelstrangbrüche in die DNA eingefügt, die von RecA erkannt und gebunden wer-

den. Das aktive RecA-Nucleofilament induziert als Coprotease die Autoproteolyse des LexA-

Repressors, so dass dieser die Expression der SOS-Gene freigibt (Little et al., 1981). Auf-

grund struktureller Homologien zum LexA-Repressor werden die Repressoren vieler tempe-

renter Phagen ebenfalls degradiert und der lytische Zyklus irreversibel eingeleitet (Nanda et 

al., 2014) (Abb. 4). Einige Bakterien wie L. lactis und S. thermophilus besitzen ebenfalls ein 

RecA-homologes 

Protein, dafür aber 

keinen LexA-

homologen Repres-

sor, sondern einen 

heat and DNA da-

mage inducible 

regulator (HdiR) 

mit einer LexA-

ähnlichen Funktion 

(Giliberti et al., 

2006; Tsakalidou 

und Papadimitriou, 

2011). Das Herausschneiden (Exzision) des Prophagen aus dem Genom kann ungenau verlau-

fen, sodass bakterielle DNA in den Phagenkopf verpackt wird und bei der Infektion in eine 

neue Wirtszelle übertragen wird (Griffiths, 2000). Ebenso können virulente Phagen Teile des 

fragmentierten Bakteriengenoms in ihren Kopf verpacken. Dieser horizontale Gentransfer 

durch temperente und virulente Phagen zwischen Bakterien wird als Transduktion bezeichnet. 

Bestimmte Prophagen-Gene können die phänotypischen Eigenschaften des lysogenen Wirts, 

ob von Vor- oder Nachteil für diesen, kontrollieren (Desiere et al., 2001; Ventura et al., 

2002). Ein Beispiel für diese lysogene Konversion sind die Virulenzfaktoren vieler pathoge-

ner Bakterien (Waldor und Friedman, 2005). Das Shiga-Toxin der Shiga-Toxin-

produzierenden E. coli (STEC) wird von Phagen des λ-Typs und das Cholera-Toxin in Vibrio 

cholerae vom Phagen CTXϕ kodiert. Die verantwortlichen Phagen-Gene liegen zwischen 

Abb. 4. Induktion eines Prophagen durch aktiviertes RecA aus der SOS-Antwort des 

Wirtsbakteriums (Nanda et al., 2015). Der Prophagen-Repressor der lytischen Gene 

wird durch ein RecA-Nucleofilament inaktiviert, wodurch die Expression der lyti-

schen Gene beginnt. 
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dem Lysin-Gen und der rechten attP, wohingegen bei apathogenen Bakterien an dieser Stelle 

keine derartigen Gene lokalisiert sind (Desiere et al., 2002). Ebenso kann die Resistenz ge-

genüber Antibiotika und Infektionen mit anderen Phagen durch einen Prophagen vermittelt 

werden (Fogg et al., 2014). Neueste Studien haben ergeben, dass Prophagen sogar die Bio-

filmbildung von Bakterien fördern (Obeng et al., 2016). Folglich können Prophagen die öko-

logische Fitness ihrer Wirtszelle symbiotisch steigern (Barondess und Beckwith, 1990; Desie-

re et al., 2002; McGrath und van Sinderen, 2007; Feiner et al., 2015).  

Während der wechselseitigen Anpassung zwischen Bakterien und Phagen haben sich seitens 

der Bakterien diverse Phagenresistenzmechanismen gebildet (Mozzi et al., 2010), die häufig 

auf übertragbaren Plasmiden kodiert sind. Grob eingeteilt wirken sie auf den Ebenen der Ad-

sorption, Penetration, Replikation und Vermehrung. Phagen-Adsorptionsinhibierungen erfol-

gen z. B. durch Mutationen in Phagen-Rezeptoren (Heller, 1992) oder im Phageninfektions-

protein (Mooney et al., 2006). Blockierungen der DNA-Penetration und Phagen-Entwicklung 

können durch eine superinfection exclusion und superinfection immunity des Prophagen ver-

mittelt werden (Scott, 1975; Bruttin und Brüssow, 1996; Bruttin et al., 2002; Sun et al., 

2006). Diese Phänomene führen dazu, dass verstärkt das Potenzial temperenter Phagen er-

kannt wird, Infektionen mit virulenten Phagen zu verhindern (Sun et al., 2009; Heller und 

Neve, 2014). Weiterhin wurden weitverbreitete Restriktionsmodifikationssysteme (Tükel et 

al., 2006; Dupuis et al., 2013) und CRISPR/-Cas(clustered regularly interspaced short palin-

dromic repeats and associated genes)-Systeme (Jansen et al., 2002; Labrie et al., 2010; Vale 

et al., 2015), die direkt auf die Phagen-DNA abzielen und zusammen wirken können, entdeckt 

(Dupuis et al., 2013; Vasu und Nagaraja, 2013). CRISPR-Cas-Systeme sind Teil der erwor-

benen Immunität. Dabei werden kurze DNA-Fragmente virulenter Phagen in den CRISPR-

Locus integriert, die dann als small interfering RNA (siRNA) Fremd-DNA erkennen sowie 

deren Spaltung veranlassen (Barrangou und Horvath, 2012). In Milchsäurebakterien wurden 

in silico zahlreiche, verschiedene CRISPR-Cas-Systeme gefunden (Sanozky-Dawes et al., 

2015). Der stetige „Existenzkampf“ zwischen Bakterien und Phagen hat zur Evolution derar-

tiger, bakterieller Verteidigungsmechanismen geführt, die wiederum antagonistische Phagen-

systeme hervorgerufen haben (Labrie et al., 2010; Bondy-Denomy et al., 2015). Aufgrund 

ihrer genetischen Flexibilität und Dynamik können Phagen schnell an die Resistenzmecha-

nismen der Bakterien adaptieren (Forde und Fitzgerald, 1999).  

Phagengenome variieren stark in Größe und Zusammensetzung, weisen aber auch Ähnlichkei-

ten zueinander auf. Sie sind gewöhnlich aus sogenannten Gen-Modulen zusammengesetzt, die 

durch vertikalen Gentransfer zwischen Phagen, aber auch horizontalen Gentransfer mit Bakte-



 

10 

 

 Einleitung                   Dissertation Sabrina Koberg 

rien ausgetauscht werden können (Baker et al., 1991; Ackermann, 2011). Die Theorie von 

austauschbaren Modulen als Triebfeder der Evolution von Phagen (und Viren) wurde von 

Botstein definiert (Botstein, 1980). Durch Rekombination homologer Sequenzen und hohe 

Mutationsraten entstand eine große Diversität unter den DNA-Phagen (Baker et al., 1991; 

Lucchini et al., 1999a). 

1.2.3 Bakteriophagen und ihr Nutzen für Mensch und Umwelt  

In der Umwelt spielen Phagen eine wichtige Rolle, da sie als natürliche „Bakterienfresser“ 

eine mikrobiologische Balance schaffen und gleichzeitig bei der Evolution von Bakterienge-

nomen als treibende Kraft wirken (Clokie et al., 2011; Garneau und Moineau, 2011). Für die 

Molekularbiologie stellen Phagen bedeutende Modelsysteme und genetische Werkzeuge zur 

Transduktion sowie als Lieferanten von Promotoren, Polymerasen, Ligasen und Integrasen 

dar (Häuser et al., 2012; Fogg et al., 2014). Im Eliava-Institut in Tiflis in Georgien werden 

Phagen seit mehr als 90 Jahren in der Humantherapie zur Behandlung von bakteriellen Infek-

tionen eingesetzt (Sulakvelidze et al., 2001; Abedon et al., 2011). Diese Phagentherapie wird 

in Ländern Osteuropas und Russland seit langer Zeit erfolgreich angwendet und bietet u. a. 

den Vorteil, dass Phagen aufgrund ihrer Spezifität den Menschen sowie seine Kommensalen 

verschonen. Dabei kommen meist sogenannte „Phagencocktails“ zum Einsatz, die von Firmen 

weltweit hergestellt werden. Angesichts der stark zunehmenden Zahlen antibiotikaresistenter 

Bakterien kommen Phagen nun auch in westlichen Ländern als nützliches Hilfsmittel bei de-

ren Bekämpfung in Betracht (Fischetti, 2008; Khan Mirzaei und Nilsson, 2015). Bislang ist 

die Phagentherapie in der EU nicht zugelassen, deren Erforschung wird aber durch aktuelle 

EU-Projekte wie „PhagoBurn“ vorangetrieben (http://www.phagoburn.eu/). Weiterhin finden 

Phagen in Ländern wie den USA und den Niederlanden als Biokontrolle pathogener Bakterien 

und Verderbniserreger in Lebensmitteln Anwendung (Coffey et al., 2010; Heller et al., 2011). 

In Fermentationsprozesse und andere industrielle Prozesse könnten Phagen oder ihre Endoly-

sine in Zukunft bewusst eingebracht werden, um eine Antibiotika-alternative Kontrolle von 

kontaminierenden Bakterien zu gewährleisten (Liu et al., 2015; Guo et al., 2016; Dyson et al., 

2016). Verglichen mit ihrer ökologischen Bedeutung ist die Biologie der Phagen, bis auf die 

einiger Modellphagen, noch wenig verstanden (Paepe et al., 2014). 
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1.2.4 Bakteriophagen als Problem für die Milchindustrie 

Whitehead und Cox beschrieben 1935 erstmals eine phagenbedingte Zelllyse der Starterkultur  

L. lactis und erkannten die Dringlichkeit des Schutzes der Starterkulturen vor einer Phagenin-

fektion (Whitehead und Cox, 1935). Heute ist bekannt, dass viele Milchsäurebakterien-

Phagen aufgrund ihrer Thermostabilität die Pasteurisierung der Milch für 15 bis 30 Sekunden 

bei 72 bis 75 °C überstehen (Atamer et al., 2009) und so hauptsächlich über die Rohmilch in 

einen milchwirtschaftlichen Betrieb gelangen (Bruttin et al., 1997a; Josephsen und Neve, 

1998). In etwa 10 % der Rohmilch wurden Phagen der drei L. lactis Hauptspezies c2, P335 

und 936 gefunden (Madera et al., 2004). Eine weitere Eintragsquelle von Phagen sind lysoge-

ne Starterkulturen (Ackermann, 2011). Stressvolle Fermentationsbedingungen können die 

Induktion der Prophagen auslösen (del Río et al., 2012; Marcó et al., 2012; Nanda et al., 

2015). Des Weiteren bilden Prophagen eine latente Quelle neuer lytischer Phagen, indem sie 

ihre Gene auf virulente Phagen übertragen und dadurch deren Wirtsspektrum erweitern kön-

nen (Labrie und Moineau, 2007; Mercanti et al., 2011). Aus diesem Grund werden Starterkul-

turen vor ihrem Einsatz auf induzierbare Prophagen untersucht (McGrath und van Sinderen, 

2007). Insgesamt verursachen virulente Phagen weitaus größere Schäden als temperente Pha-

gen (Sun et al., 2009). Eine von Bakteriophagen infizierte Starterkultur kann innerhalb weni-

ger Stunden lysieren, denn bei jeder Zelllyse werden 

zahlreiche Phagen freigesetzt, die wiederum neue Bak-

terien infizieren können (Abb. 5). Die Lyse der Bakte-

rien führt zu einer Verlangsamung des Fermentations-

prozesses durch Säuerungsstörungen mit daraus resul-

tierenden minderqualitativen Produkten (Mills et al., 

2011), deren Geschmack und Beschaffenheit verändert 

sein können (Mahony und van Sinderen, 2014). In 

schweren Fällen kommt es sogar zu Ausfällen der Fer-

mentation (Dupont et al., 2004) und somit zu erhebli-

chen finanziellen Schäden (Callanan und Klaenhammer, 

2001). Liegt der Phagentiter bei etwa 10
3
 plaquebilden-

den Einheiten pro Milliliter (PbE ml
-1

) Milch am Be-

ginn der Fermentation, verzögert sich diese; bei darüber 

liegenden Titern kommt sie zum Erliegen (Chibani-

Chennoufi et al., 2004). Geschätzt verursachen Phagen 

Abb. 5. Wachstumskinetik einer Starter-

kultur mit und ohne Phagen-Infektion. 

Eine nicht-infizierte Starterkultur zeigt ein 

exponentielles Wachstum (rot), wohinge-

gen eine von Phagen infizierte Starterkul-

tur eine Lyse bedingte Absterbephase 

aufweist (grün). Die Anzahl der freien 

Phagen steigt gleichzeitig an (blau) (aus 

Dairy Processing Handbook, Kapitel 4, S. 

64 (Ref. Nordisk Mejeriindustri 4/82), 

Tetra Pak Processing Systems AB (1995)). 
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Ausfälle in rund 0,1 bis 10 % der Fermentationen in der Milchverarbeitung (Moineau und 

Lévesque, 2004). In Konzentrierungs- und Recyclingprozessen der Milchverarbeitung, wie 

dem Käsungsprozess, werden die Phagen angereichert (Atamer et al., 2013). So wurden in 

Molke, einem Nebenprodukt der Käseherstellung, bis zu 10
9 

PbE ml
-1

 detektiert (Neve et al., 

1994). Das Risiko einer Phageninfektion bei der Milchfermentation lässt sich aufgrund der 

nicht immer gegebenen Sterilsationsmöglichkeit der Milch und der Ausgangsmaterialien nicht 

ausschließen (Heller et al., 2011). Die am häufigsten angewendeten Strategien zur Phagen-

prävention sind der Einsatz von Starterkulturen mit verringerter Phagensensitivität und die 

Starterkulturen-Rotation (Moineau, 1999; Levesque et al., 2005). Weiterhin werden chemi-

sche Substanzen wie Peroxyessigsäure, Natriumhypochlorit und Kaliumperoxomonosulfat 

sowie thermische Inaktivierungen zur Bekämpfung der Phagen eingesetzt (Atamer und Hin-

richs, 2010; Guglielmotti et al., 2011; Morin et al., 2015). Da hohe Temperaturen die Milch-

proteine schädigen können, stellt die Filtration der Milch durch eine phagenbindende Memb-

ran eine sinnvolle Alternative dar (Atamer et al., 2013). Der Einsatz von UV-Licht hat sich 

ebenfalls als besonders effektiv bei der Phagenbekämpfung erwiesen, wohingegen hoher 

Druck kaum eine Wirkung aufwies (Guglielmotti et al., 2011). Für eine erfolgreiche Redukti-

on der Phagen in Milch und in den milchverarbeitenden Betrieben selbst wird eine Kombina-

tion verschiedener Strategien empfohlen (Guglielmotti et al., 2011). Virulente Phagen stellen 

nicht nur für die Milchindustrie ein Problem dar (Garneau und Moineau, 2011). Letztendlich 

ist jeder Prozess, in dem bakterielle Fermentationen zum Einsatz kommen, durch Phagenin-

fektionen gefährdet (Rakhuba et al., 2010).  

Über die Interaktion zwischen Milchsäurebakterien und ihren Phagen ist noch wenig bekannt 

(Duplessis und Moineau, 2001; Mahony et al., 2016). Letztere gehören zur Ordnung der ge-

schwänzten Caudovirales mit einem linearen dsDNA-Molekül zwischen 2,4 und 142 kbp 

Größe. Die Phagen der Spezies L. lactis sind die am besten studierten (Spinelli et al., 2014; 

Mahony und van Sinderen, 2014). Sie werden derzeit in zehn verschiedene Spezies der Sipho-

viridae und Podoviridae eingeteilt (Deveau et al., 2006). Im Vergleich zu den morphologisch 

und genetisch divergierenden Lactococcus Phagen, bilden die S. thermophilus Phagen eine 

morphologisch homogene Gruppe (Neve et al., 2003). Sie zeigen alle den B1-Morphotyp 

nach Bradley, der sich durch einen kleinen isometrischen Kopf mit einem Durchmesser von 

45 bis 60 nm und einen langen nicht-kontraktilen Schwanz mit einer Länge von 132 bis 270 

nm auszeichnet (Ackermann, 1998; Brüssow, 2001; McDonnell et al., 2016). Bisher wurden 

mindestens 345 Phagen isoliert, die S. thermophilus Starterkulturen infizieren (Quiberoni et 
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al., 2010). Innerhalb dieser sind die Genomsequenzen von fünf temperenten und neun virulen-

ten Phagen veröffentlicht (Tab. 2).  

 

Tab. 2. Übersicht temperenter und virulenter S. thermophilus Phagen mit bisher veröffentlichten Genomen. 

Phage Wirt Vermehrung Typ Genom (bp) Referenz 

TP-DSM20617 DSM20617 

 

temperent 

 

  - 48.800  Mora und Arioli, 2013 

TP-J34 J34 pac 45.606  Ali et al., 2014 

O1205 CNRZ1205 pac 43.075  Stanley et al., 1997 

TP-778L SK778 pac 41.757  Ali et al., 2014 

Sfi21 SFi21 cos 40.739  Bruttin et al., 1997b 

Sfi11 SFi11  

 

 

 

 

virulent 

 

 

 

pac 39.807  Lucchini et al., 1998, 1999a 

2972 RD534 pac 37.704  Levesque et al., 2005 

Sfi19 SFi19 cos 37.370  Lucchini et al., 1999c 

5093 CSK939 cos 37.184  Mills et al., 2011 

858 DGCC7710 pac 35.543  Deveau et al., 2008 

ALQ13.2 ST13.2 pac 35.525  Guglielmotti et al., 2009 

7201 B106 cos 35.466  Le Marrec et al., 1997 

Abc2 Abc2 cos 34.882  Guglielmotti et al., 2009  

DT1 SMQ-301 cos 34.815  Tremblay und Moineau, 1999 

     

 

Je nach DNA-Verpackungsmechanismus und Anzahl der Hauptstrukturproteine werden sie in 

zwei Gruppen unterteilt, cos- und pac-Typ (Le Marrec et al., 1997; Fox, 2004; Quiberoni et 

al., 2006). Die cos- oder Sfi21-ähnlichen Phagen besitzen ein Genom mit kohäsiven (cos) 

Enden. Sie werden aus zwei Hauptstrukturproteinen von etwa 26 und 32 kDa aufgebaut, wäh-

rend die pac- oder Sfi11-ähnlichen Phagen aus drei Hauptstrukturproteinen von ca. 41, 25, 

und 13 kDa bestehen (Le Marrec et al., 1997). Pac-Phagen besitzen ein partiell zirkulär per-

mutiertes Genom mit terminaler Redundanz und verpacken die DNA von der pac-Seite des 

Genoms nach dem Kopf-voll-Mechanismus (Oram und Black, 2011). Mittlerweile wurden 

zwei weitere Gruppen von S. thermophilus Phagen aufgestellt. Der einzige Vertreter der einen 

Gruppe ist der Phage 5093 mit wenig Homologie zu allen anderen S. thermophilus Phagen 

(Mills et al., 2011). Die 987-Gruppe umfasst derzeit vier Hybrid-Phagen aus L. lactis P335 

Phagen und S. thermophilus Phagen (McDonnell et al., 2016). S. thermophilus Phagen weisen 

ein enges Wirtsspektrum auf und temperente besitzen eine hohe molekulare Übereinstimmung 

mit virulenten S. thermophilus Phagen (Neve et al., 1989; Neve et al., 2003; Levesque et al., 

2005). Die Mehrheit aller sequenzierten Bakteriengenome birgt mindestens einen intakten 

Prophagen oder DNA viralen Ursprungs (Canchaya et al., 2003; Helfrich et al., 2015). Den-

noch wurden nur wenige Arbeiten über temperente Milchsäurebakterien-Phagen veröffent-

licht (Mercanti et al., 2015). Während Lysogenie bei Laktokokken und Laktobazillen häufig 
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vorkommt (Cuesta et al., 1995; Martín et al., 2006; Mercanti et al., 2011), tritt das Phänomen 

bei S. thermophilus eher selten auf (Le Marrec et al., 1997; Neve et al., 2003). 

 

1.3 Der temperente S. thermophilus Phage TP-J34 

Das aus Joghurt isolierte Milchsäurebakterium S. thermophilus J34 trägt den Prophagen TP-

J34 in seinem Genom und wächst im Vergleich zum sedimentierenden Prophagen-kurierten 

Stamm homogen verteilt im Medium (Neve et al., 1998; Neve et al., 2003) (Abb. 6). Dieser 

Phänotyp ist auf die lysogene Konversion des TP-J34-Prophagen zurückzuführen (Guigas et 

al., 2015).  

Der Prophage TP-J34 lässt sich durch Mitomycin C und UV-Strahlung induzieren. Die Mehr-

heit (95 %) der dabei freigesetzten Phagen ist aufgrund einer doppelten in-frame-Insertion 

von 912 bp im Rezeptor-Bindeprotein (orf48) nicht-infektiös und besteht aus einem DNA-

gefüllten Kopf ohne Schwanz (Neve et al., 2003; Ali et al., 2014) (Abb. 6). Bei einigen Pha-

gen ist die Insertion deletiert, so dass sie infektiös sind und sich in dem Prophagen-kurierten 

Stamm S. thermophilus J34-6 lytisch vermehren können. Diese intakten TP-J34-Virionen be-

sitzen einen ca. 240 bis 260 nm langen nicht-kontraktilen Schwanz (teilweise mit ca. 140 nm 

langer Schwanzfiber) und einen isodiametrischen Kopf. Der lysogene Wirt weist extrachro-

mosomale TP-J34-DNA und Autolyse bei Temperaturen ab 45 °C auf (Neve et al., 2003). Als 

pac-Phage besitzt TP-J34 untypischerweise nur zwei statt drei Hauptstrukturproteinen mit 

einer Größe von 15 und 40 kDa auf, da – wie oben beschrieben – das Hauptschwanzprotein 

fehlt (Neve et al., 2003). Mit einer Genomgröße von 45.606 bp (Ali et al., 2014) trägt TP-J34 

Abb. 6. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des lysogenen Milchsäurebakteriums S. thermophilus J34 (links) 

und freier TP-J34-Virionen (rechts) (Neve et al., 2003). Das rechte Bild zeigt einen intakten Phagen mit einem 

langen Schwanz unter einigen defekten Phagen ohne Schwanz. Die Länge des Balkens entspricht 100 nm. 
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nach TP-DSM20617 das zweitgrößte Genom aller bisher beschriebenen S. thermophilus Pha-

gen. Es kodiert für 60 ORFs, die in zwei divergent lokalisierten Clustern organisiert sind: 56 

Gene in einem und vier Gene aus dem Lysogeniemodul in einem anderen (Ali et al., 2014).  

 

1.3.1 Lysogenie vs. Lyse - Das Lysogeniemodul des Phagen TP-J34   

Zur Etablierung eines temperenten Phagen als Prophage im Wirtsgenom bedarf es einiger 

bestimmter Gene, die im sogenannten Lysogeniemodul lokalisiert sind. Diese Ansammlung 

unterschiedlicher Gene liegt im Phagen-Genom zwischen dem DNA-Replikationsmodul und 

dem Lysismodul (Lucchini et al., 1999b; Levesque et al., 2005). Das Lysogeniemodul des 

Phagen TP-J34 wurde vollständig sequenziert und die Gene annotiert (Neve et al., 1998) 

(Abb. 7). Es umfasst die Funktion zur Phagenresistenzvermittlung sowie einen genetischen 

Schalter zur Regulierung der lysogenen bzw. lytischen Phagenentwicklung (Ptashne, 2004; 

Sun et al., 2006; Engelberg-Kulka und Kumar, 2015). Die genetische Schalterregion von TP-

J34 mit einer Größe von 168 bp liegt in der intergenen Region der Repressor-homologen Ge-

ne crh und coh und umfasst die Promotoren P1 und P2 sowie drei postulierte Operatoren 

(O1A, O2 und O3). In der coh-ant-intergenen Region wird ein weiterer, zu O1A identischer 

Operator, vermutet (O1B). Die Operatoren wurden aufgrund ihrer AT-reichen palindromi-

schen Sequenz von 15 bp postuliert (Neve et al., 1998). Es handelt sich um gegenläufige 

Wiederholungssequenzen, sogenannte inverted repeats, die die Bindung von Repressor-

Dimeren erlauben (Alberts et al., 2002). 
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Aufgrund seiner Position im Genom von TP-J34 wird dem crh-Genprodukt (Gp) (Crh, CI-

Repressor homolog) die Funktion des Repressors lytischer Gene und damit die Funktion zur 

Etablierung einer lysogenen Entwicklung zugesprochen. Mit einem als DNA-Bindedomäne 

agierenden N-terminalen helix-turn-helix-Motiv (HTH), welches typisch für Repressoren ist, 

wird Crh der xenobiotic response element(XRE)-Familie von Transkriptionsregulatoren zuge-

ordnet (Marchler-Bauer et al., 2015). Durch Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) 

wurde belegt, dass das Crh-Protein an DNA im Lysogeniemodul bindet (Koberg Diplomar-

beit, 2012). Die Bindedomäne ist durch eine Verbindungsregion mit einer C-terminalen Oli-

Abb. 7. Lysogeniemodul und genetischer Schalter im Genom des temperenten Phagen TP-J34 (modifiziert aus 

Neve et al., 1998). Die Gene crh, rir, ltp und int sind von den potenziell lytischen Genen coh und ant (sowie 

orf7, orf8 und orf9) durch eine 168 bp große Region getrennt. Diese bildet mit den divergenten Promotoren P1 

und P2, den postulierten Operatoren O1A (O1B), O2 und O3 und regulatorischen Proteinen einen genetischen 

Schalter. In der intergenen Region von coh und ant wird ein weiterer Operator vermutet (O1B). Die mRNA-

Transkripte sind oberhalb der zugehörigen Gene gezeigt. Das hellblaue, 1,8 kb-große Transkript wird lediglich 

während der lytischen Phagenentwicklung gebildet (Mohamed, 2010). Ausgehend von den Transkripten wur-

den zwei weitere Promotoren postuliert, Pltp und Pint. In der ltp-int-intergenen Region wurde ein Rho-

unabhängiger Terminator (Term.) lokalisiert. Die Insertionssequenz attL liegt direkt downstream von int. 
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gomerisierungsdomäne verbunden. Erwiesenermaßen ermöglicht diese dem Crh für die Bin-

dung notwendige Dimere, Tetramere und höher organisierte Oligomere zu formen (Koberg 

Diplomarbeit, 2012). Weiterhin zeigt Crh strukturelle Ähnlichkeit mit anderen Repressoren 

wie denen der Phagen Sfi21, P22, g1e und Tuc2009 (Neve et al., 1998). Unmittelbar 

downstream des crh-Gens liegt das orf3-Gen, welches aufgrund der vorliegenden Ergebnisse 

in rir (Repressor-inaktivierender Regulator) umbenannt wurde. Das 122 aa große Rir-Protein 

wird der DUF955-Superfamilie mit unbestimmter Funktion zugeordnet (Marchler-Bauer et 

al., 2015). Mit einem für Zink-Metalloproteasen charakteristischen H-E-X-X-H-Motiv (Jong-

eneel et al., 1989; Rawlings und Barrett, 1995) weist Rir Übereinstimmungen zum orf3-Gp 

des L. lactis Phagen TP901-1 auf, welches ebenfalls zwei Gene upstream der putativen In-

tegrase liegt (Neve et al., 1998). Rir-Knockout-Mutanten zeigten, dass Rir für die Induktion 

des TP-J34-Prophagen essentiell ist und Auswirkungen auf die Wachstumsform von S. ther-

mophilus J34 hat (Bokelmann Diplomarbeit, 2003; Faulhaber Diplomarbeit, 2012). Der nicht 

induzierbare Prophage in dem S. thermophilus Stamm J34-12 trägt eine Insertion eines Alanin 

im rir-Gen, die zu einem Transkriptionsstopp nach 129 nt von 369 nt führt (Mohamed, 2010). 

Das downstream von rir gelegene ltp-Gp (Lipoprotein des temperenten Phagen TP-J34) ge-

hört zur Lipoprotein-Superfamilie und besitzt die Funktion eines superinfection exclusion 

(sie)-Systems. Sie-Systeme wurden nicht nur in prokaryotischen Phagen (Ranade und Poteete, 

1993; Sun et al., 2006; Mahony et al., 2008; Bebeacua et al., 2013; Ali et al., 2014), sondern 

auch in eukaryotischen Viren gefunden (Folimonova, 2012). Eine Superinfektion von S. 

thermophilus J34 mit TP-J34 

oder nah verwandten Phagen 

wird durch zwei Mechanismen 

des integrierten TP-J34-

Prophagen verhindert (Abb. 8). 

Diese sind Teil der lysogenen 

Konversion und sichern das 

Überleben der Wirtszelle (Heller 

und Neve, 2014). Neben der su-

perinfection exclusion wird eine 

superinfection immunity durch 

den Repressor Crh vermittelt, 

indem er die Entwicklung des 

Prophagen in der Zelle durch 

Abb. 8. Mechanismen des TP-J34-Prophagen zur Superinfektions-

hemmung (Heller und Neve, 2014). Die verantwortlichen Gene ltp 

und crh sind im Lysogeniemodul lokalisiert. Die superinfection exclu-

sion (sie) verhindert die Injektion der Phagen-DNA und wird durch 

das Lipoprotein Ltp vermittelt. Bei der superinfection immunity blo-

ckiert der Repressor Crh die Phagen-Vermehrung durch Repression  

lytischer Gene. 
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Unterdrückung der lytischen Gene hemmt. Als membrangebundenes Protein verhindert das 

reife Ltp an der Außenseite der Zytoplasmamembran die DNA-Injektion des Phagen, wohin-

gegen die Phagenadsorption nicht gehemmt wird (Donnelly-Wu et al., 1993; Sun et al., 

2006). Plasmid-kodiertes exprimiertes Ltp konnte sowohl in S. thermophilus J34 als auch in 

L. lactis Bu2-60 eine Resistenz gegenüber Phagen vermitteln. Das Präprotein setzt sich aus 

einer Signalsequenz, einer Lipiddomäne zur Membranverankerung, einer Serin-reichen 

Verbindungsregion und zwei Repeat-Domänen zur Vermittlung von sie zusammen (Sun et 

al., 2006). Die Kristallstruktur der Repeat-Domänen offenbarte eine doppelte 3-helix-helix-

turn-helix-Domäne, die mit ihrer stark negativen Ladung vermutlich mit dem positiv gelade-

nen C-Terminus des tape measure proteins (TMP) im Phagenschwanz interagiert (Bebeacua 

et al., 2013). Lipoproteine des Ltp-Typs wurden in drei weiteren S. thermophilus Phagen 

identifiziert: TP-EW, TP-778 und TP-DSM20617 (Ali et al., 2014). Downstream des ltp-Gens 

wurde eine Terminatorstruktur (stem loop) lokalisiert, die zu einem Transkriptionsabbruch 

führt (Mohamed, 2010). Mit der topologischen Position nahe der attL, der Homologie zu an-

deren Phagen-Integrasen (Bruttin et al., 1997b; Stanley et al., 1997; Desiere et al., 1998), ei-

ner N-terminalen, AP2-ähnlichen DNA-Bindedomäne sowie C-terminalen katalytischen 

XerC-Rekombinase-Domäne, wird dem 359 aa großen int-Gp (Int) die Funktion einer In-

tegrase zugesprochen (Marchler-Bauer et al., 2015). Dieses den Tyrosin-Rekombinasen zuge-

ordnete Protein dient zur ortsspezifischen Integration der Phagen-DNA in das Wirtsgenom 

und ist demzufolge essentiell für temperente Phagen. Außerdem wird vermutet, dass Int 

gleichzeitig die Funktion einer Exzisionase trägt, die den umgekehrten Prozess des Heraus-

schneidens bei Einleitung des lytischen Zyklus katalysiert (Mohamed, 2010). Die aufeinan-

derfolgenden Gene crh, rir, ltp und int sind auf dem gegenüberliegenden DNA-Strang zu al-

len anderen Genen im TP-J34-Genom kodiert. Sie werden sowohl im lysogenen als auch im 

lytischen Zustand transkribiert. Dabei liegt crh zusammen mit rir und ltp in einem polycistro-

nischen Transkript und int mit nicht definierten Genen des Wirtsbakteriums in einem Tran-

skript, während das ltp-Gen zusätzlich als monocistronisches Transkript vorliegt (Mohamed, 

2010). Nach Induktion des lytischen Zyklus wird ausgehend von Promotor P2 ein polycistro-

nisches Transkript generiert, das die putativ lytischen Gene coh, ant, orf7, orf8 und orf9 um-

fasst. Das 67 aa kleine coh-Gp (Cro homolog; ehemals cro) weist wie Crh ein HTH-Motiv auf 

und wird ebenfalls zur XRE-Familie von DNA-bindenden Transkriptionsregulatoren gezählt 

(Marchler-Bauer et al., 2015). Das Protein weist eine deutliche Homologie zum Cro-

ähnlichen Repressor des S. thermophilus Phagen 7201 auf (Stanley et al., 2000). Das 

downstream gelegene ant-Gp zeigt signifikante Übereinstimmungen mit Proteinen der ortho-
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logischen Gruppe COG3561, zu denen Antirepressoren gehören (Marchler-Bauer et al., 

2015). Für das orf7-Gp wurden Übereinstimmungen mit DNA-Bindeproteinen gefunden, 

während orf8 und orf9 keine Funktion zugeordnet werden konnte. Mit diesen divergent 

transkribierten lysogenen Genen besitzt das Lysogeniemodul des Phagen TP-J34 die typische 

Struktur eines Lysogeniemoduls temperenter Siphoviridae Phagen, die Grampositive mit ei-

nem niedrigen GC-Gehalt infizieren (Lucchini et al., 1999b) (Abb. 9). Allerdings ist der 

gleichzeitige Besitz eines sie-Gens und einer Zink-Metalloprotease auf Sfi21 und TP-J34 

beschränkt. 

 

Die genetische Organisation gestaltet sich im Vergleich zum Lysogeniemodul des temperen-

ten Siphoviridae Modell-Phagen λ einfacher (Lucchini et al., 1999b). Vollständig kommen 

Lysogeniemodule nur bei temperenten Phagen vor, allerdings können virulente Phagen Über-

reste davon tragen (Lucchini et al., 1999a). Beispiele hierfür sind die virulenten S. thermophi-

lus Phagen DT1, Sfi11, Sfi19, Abc2, ALQ13.2 und 2972 (Tremblay und Moineau, 1999; Le-

vesque et al., 2005; Guglielmotti et al., 2009). Aufgrund dieser Tatsache wird angenommen, 

dass virulente S. thermophilus Phagen aus temperenten durch Neuordnungen und Deletionen 

im Lysogeniemodul hervorgegangen sind (Bruttin und Brüssow, 1996; Brüssow et al., 1998; 

Lucchini et al., 1999b; Levesque et al., 2005). Auch TP-J34 zeigte in Southern Blots Hybridi-

sierungen im Bereich des Lysogeniemoduls mit den virulenten S. thermophilus Phagen 

a10/J9, P55 und P6 (Neve et al., 2003).  

Abb. 9. Genetische Organisation der Lysogeniemodule temperenter Siphoviridae Phagen im Vergleich (Lucchini 

et al., 1999b). Gezeigt sind Phagen der Spezies Lactobacillus (g1e, adh, A2), Streptococcus (Sfi21, TP-J34, 

O1205, Prophage 296), Lactococcus (TP901-1, BK5-T, r1t), Bacillus (ϕ105) und Staphylococcus (PVL). Gene 

mit ähnlicher postulierter Funktion sind in gleichen Farben dargestellt. Rot: Integrase; grün: Metalloproteinase; 

gelb: sie (auch bei TP-J34 nachgewiesen, s. Kreuz); pink: CI-homolog; blau: Cro-homolog; schwarz: CI-

homolog/Antirepressor. Graue Pfeile stellen unbekannte Gene und weiße Pfeile Insertionen dar. TP-J34 ist durch 

einen Stern gekennzeichnet. 
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2 Zielsetzung  

 

Bakteriophagen verursachen einen erheblichen finanziellen Schaden in der Milchindustrie. 

Erkenntnisse über ihre Biologie ermöglichen die Entwicklung antiviraler Strategien zum 

Schutz von Starterkulturen. Als potenzielle Quelle lytischer Phagen und aufgrund ihrer „Ent-

scheidungsfähigkeit“ zwischen lysogener und lytischer Entwicklung stellen temperente Pha-

gen interessante Untersuchungsobjekte dar. Speziell über temperente Phagen der Spezies S. 

thermophilus ist bislang wenig bekannt, da Lysogenie bei diesem Bakterium selten auftritt.  

Gegenstand der Untersuchungen in dieser Arbeit ist das Lysogeniemodul und der darin gele-

gene genetische Schalter des temperenten S. thermophilus Phagen TP-J34. Die hier lokalisier-

ten cis- und trans-regulatorischen Elemente sollten näher charakterisiert werden, um ein Ver-

ständnis ihrer Rolle bei der Etablierung des lysogenen Zustands bzw. bei der Induktion der 

lytischen Entwicklung durch den genetischen Schalter zu gewinnen. Zu diesem Zweck sollten 

postulierte Promotoren als Transkriptionsstartpunkte von Genen lokalisiert werden. Hierbei 

sollte insbesondere geklärt werden, ob die Gene ltp und int durch eigene Promotoren transkri-

biert werden. Außerdem sollten die TP-J34-Proteine Crh, Coh und Rir zur funktionellen Ana-

lyse in E. coli überproduziert und aufgereinigt werden. Mit Hilfe von EMSA und Kompetiti-

onsassays sollten DNA-bindende Proteine identifiziert und deren Bindestellen im Lysoge-

niemodul lokalisiert werden. Auf diese Weise sollten Repressor-Proteine mit einer regulatori-

schen Funktion im genetischen Schalter von TP-J34 erkannt werden. Der putative Repressor 

Crh sollte hinsichtlich seiner Fähigkeit zur Autoproteolyse vermittelt durch einen alkalischen 

pH-Wert und durch RecA aus der SOS-Antwort des Wirts untersucht werden. Des Weiteren 

sollte die unvollständig aufgeklärte Funktion des Rir-Proteins analysiert werden, indem eine 

postulierte Interaktion mit Crh näher untersucht wird. Hierbei sollte herausgefunden werden, 

ob Rir als putative Zink-Metalloprotease eine Spaltung von Crh bewirkt. Diesbezüglich sollte 

eine Rir-Bindedomäne in Crh lokalisiert werden, indem eine Crh-Mutante hergestellt und 

deren Interaktionsfähigkeit mit Rir untersucht wird. Aufgrund mangelnder Beschreibungen 

dieser putativen Zink-Metalloprotease in anderen Phagen schien hier ein neuartiges System 

der Prophagen-Induktion vorzuliegen. Mit den gewonnenen Erkenntnissen sollte ein Model 

zur Regulation des genetischen Schalters des Phagen TP-J34 erstellt werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte, Software und Materialen 

Die verwendeten Geräte und Materialen sind in den nachfolgenden Texten und Tabellen zu 

finden. Angaben zu den Herstellern finden sich in Tabelle 32 im Anhang. Zur Analyse ver-

wendete Software wurde in Tabelle 34 im Anhang zusammengetragen. Details zu den ver-

wendeten Kits stehen in Tabelle 35 im Anhang. 

 

3.1.2  Chemikalien, Lösungen und Puffer 

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien finden sich in Tabelle 33 im Anhang. Lö-

sungen und Puffer wurden mit Reinstwasser (rH2O, arium
®
 pro Reinstwasser System, Sartori-

us AG) angesetzt. Deren pH-Wert wurde mit HCl, Essigsäure oder NaOH am pH-Meter (Del-

ta 340, Mettler-Toledo) eingestellt. Vor Gebrauch wurden die Lösungen und Puffer autokla-

viert (15 min bei 121°C) oder bei Hitzeempfindlichkeit filtriert (Whatman
®
, Porengröße 0,2 

μm).  

 

3.1.3  Nährmedien 

Allgemeine Nährmedien für E. coli, L. lactis und S. thermophilus finden sich in Tabelle 3. 

Alle Nährmedien wurden mit rH2O angesetzt und vor Gebrauch 15 min bei 121 °C autokla-

viert. Feste Nährmedien wie LB-Agar und M17-Unterschichtagar wurden aufgekocht und in 

Petrischalen gegossen. Dem Unterschichtagar wurde vor dem Ausgießen Glucose (GM17) 

oder Lactose (LM17) untergemischt. Nach Bedarf wurden den Medien Antibiotika oder Me-

dienzusätze (Tab. 4) hinzugefügt. Spezielle Medien sind direkt im Methodenteil aufgeführt. 

 

Tab. 3. Allgemeine Nährmedien zur Anzucht von E. coli, L. lactis und S. thermophilus. 

Medium Komponente   Menge 

LB-Medium (Fertigmischung) 

(Carl Roth) 

Hefeextrakt 

NaCl 

Trypton 

0,5 % (w/v) 

1 % (w/v) 

1 % (w/v) 

LB-Agar (Fertigmischung) 

(Carl Roth) 

LB-Medium  

Agar-Agar (hochrein) 

 

1,5 % (w/v) 
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M17-Medium 

(Terzaghi und Sandine, 1975) 

 

 

 

Phyton-Pepton  

Poly-Pepton  

Hefeextrakt  

Fleischextrakt  

Ascorbinsäure  

Dinatrium-β-Glycerophosphat  

MgSO4 x 7H2O  

1 M CaCl2 

0,5 % (w/v)  

0,5 % (w/v)  

0,25 % (w/v)  

0,5 % (w/v)  

0,05 % (w/v)  

1,9 % (w/v)  

0,025 % (w/v)  

0,1 % (v/v)  

GM17-Medium für mesophile  

(Terzaghi und Sandine, 1975) 

M17-Medium mit 

Glucose  

 

0,5 % (w/v)  

LM17-Medium für mesophile  

(Terzaghi und Sandine, 1975) 

M17-Medium mit 

Lactose 

 

0,5 % (w/v) 

thLM17-Medium für thermophile 

(Krusch et al., 1987) 

M17-Medium mit 

Lactose 

Dinatrium-β-Glycerophosphat  

1 M CaCl2 

 

0,8 % (v/v) 

0,95 % (w/v)  

0,12 % (v/v) 

GM17- oder LM17-Unterschichtagar 

 

M17-Medium mit 

Agar-Agar (hochrein) 

Zuckerlösung (Glucose oder Lactose) 

 

1,5 % (w/v) 

6 ml 

Zuckerlösung 

(Krusch et al., 1987) 

Glucose bzw. Lactose 

1 M CaCl2  

0,5 % (w/v) 

0,1 % (v/v) 

Weichagar Agar-Agar (hochrein) 

Phytone-Pepton 

Poly-Pepton 

Hefeextrakt 

Fleischextrakt 

Ascorbinsäure 

Dinatrium-β-Glycerophosphat 

MgSO4 x 7H2O 

0,75 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,25 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,05 % (w/v) 

1,9 % (w/v) 

0,1 % (w/v) 

 

 

3.1.4 Antibiotika und Medienzusätze 

In dieser Arbeit wurden verschiedene Antibiotika und Medienzusätze verwendet (Tab. 4). 

Antibiotika wurden mit rH2O oder 99,8%igem Ethanol (EtOH) angesetzt und filtriert (Sprit-

zenfilter, Whatman®, Porengröße 0,2 μm). Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Medienzusätze 

wurden in rH2O gelöst, filtriert und als Aliquots bei -20 °C gelagert.  

  

Tab. 4. Verwendete Antibiotika und Medienzusätze. 

Bezeichnung Stammlösung Arbeitskonzentration 

Ampicillin-Dinatriumsalz 50 mg ml
-1

 in rH2O 100 µg ml
-1

 

Erythromycin 10 mg ml
-1

 in EtOH 200 µg ml
-1

, 5 µg ml
-1

 

DL-Threonin 1 M in rH2O  40 mM 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) 1 M in rH2O  0,1 mM  

Mitomycin C 0,1 mg ml
-1

 in rH2O  0,1 - 0,4 µg ml
-1
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3.1.5  Bakterien und Bakteriophagen  

Die Bakterienstämme und der Bakteriophage TP-J34 wurden der Stammsammlung des Insti-

tuts für Mikrobiologie und Biotechnologie (MBT), Max Rubner-Institut, Kiel, entnommen, 

oder von den angegebenen Herstellern bezogen (Tab. 5).  

  

Tab. 5. Verwendete Bakterien und Bakteriophagen. 

Name Eigenschaften Referenz/Quelle  

Bakterien 

L. lactis Bu2-60 plasmidfreies Derivat von Bu2; Sm
R
 und Rm

R
 Neve et al., 1984 

 

 

 

 

S. therm. 

J34f-2 pJ34-kuriertes Derivat des lysogenen Stammes J34 mit 

nativem Plasmid pJ34 (3,4 kb); homogenes Wachstum 

Sun et al., 2006 

J34-6f Prophagen- und pJ34-kuriertes Derivat von J34; sedi-

mentierendes Wachstum 

Sun, 2001 

Sun et al., 2006 

J34-12f pJ34-kuriertes Derivat von J34 mit nicht-induzierbarem 

TP-J34 aufgrund einer Insertion in rir; homogenes 

Wachstum 

Neve et al., 2003 

J34cu50 J34f-2-Derivat mit nicht-induzierbarem TP-J34 auf-

grund D29A-Punktmutation in rir; sedimentierendes 

Wachstum 

Mohamed, 2010 

E. coli 

DH5α Klonierungsstamm Stratagene, La Jolla 

(USA) 

LMG194 Expressionsstamm für toxische Gene Life Technologies, 

Darmstadt 

BL21(DE3) Expressionsstamm; DE3-Fragment des λ-Phagen im 

Genom kodiert für T7-RNA-Polymerase unter Kontrol-

le des lacUV5-Promotors 

Novagen, Inc., Darm-

stadt 

 Bakteriophagen  

TP-J34 temperenter pac-Phage von S. thermophilus J34  Neve et al., 1998 

 

3.1.6  Plasmide und Plasmidkonstrukte 

Die Plasmide, die in dieser Arbeit verwendet bzw. hergestellt wurden, sind in Tabelle 6 zu-

sammengetragen. Die inserierte DNA stammte aus den Genomen des TP-J34-Prophagen, von 

S. thermophilus J34f-2 und E. coli BL21(DE3). Die physikalischen Karten der Plasmide sind 

im Anhang in den Abbildungen 58 bis 62 zu finden. 

 

Tab. 6. Verwendete Plasmide und Plasmidkonstrukte. 

Plasmid Eigenschaften Referenz/Quelle 

pGEX-6P-1 E. coli-Expressionsvektor mit tac-Promotor zur Pro-

duktion von Fusionsproteinen mit N-terminalen GST-

tag; 4.984 bp; Amp
R
 

GE-Healthcare Life Sciences, 

Freiburg 
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pGEX-6P-orf3 pGEX-6P-1 mit rir in BamHI-/NotI-Schnittstelle; 5.330 

bp; Amp
R

 

Faulhaber Diplomarbeit, 2012 

pSK6 pGEX-6P-1 mit crh in BamHI-/NotI-Schnittstelle; 

5.327 bp; Amp
R
 

Koberg Diplomarbeit, 2012 

pSK6LDA pGEX-6P-1 mit crh (Punktmutationen) in BamHI-

/NotI-Schnittstelle; 5.327 bp; Amp
R
 

diese Arbeit 

pBSKcro pGEX-6P-1 mit coh in BamHI-/EcoRI-Schnittstelle; 

5.185 bp; Amp
R
 

diese Arbeit 

pGEXlexA pSK6 mit lexA aus E. coli BL21 (DE3) in BamHI-

/HindIII-Schnittstelle; 5.767 bp; Amp
R
 

diese Arbeit 

pGEXrecA pGEX-6P-1 mit recA aus S. thermophilus J34f-2 in 

NcoI-/NotI-Schnittstelle; 6.101 bp; Amp
R
 

diese Arbeit 

pGEXhdiR pGEX-6P-1 mit hdiR aus S. thermophilus J34f-2 in 

BamHI-/NotI-Schnittstelle; 5.651 bp; Amp
R
 

diese Arbeit 

pG
+
host9 Shuttle-Vektor mit thermosensitiven Replikon (Ts); 

3.749 bp; Em
R
 

Maguin et al., 1996 

pGhrecA pG
+
host9 mit internem ΔrecA-Gen in XhoI-/EcoRI-

Schnittstelle; 4.414 bp; Em
R
 

diese Arbeit 

pMG36e pWV01-Derivat mit P32-Promotor zur konstitutiven 

Expression von Genen; shuttle-Vektor; 3.611 bp; Em
R
 

van de Guchte et al., 1989 

pSK10 pMG36e mit rir in SacI-/HindIII-Schnittstelle;  

3.998 bp; Em
R
 

diese Arbeit 

pSK20 pMG36e mit gst-crh in XbaI-/HindIII-Schnittstelle; 

4.652 bp; Em
R
 

diese Arbeit 

 

 

3.2  Mikrobiologische Methoden 

3.2.1  Kultivierung und Konservierung von Bakterien 

E. coli wurde in LB-Medium bei 37 °C aerob geschüttelt (200 rpm). L. lactis-Flüssigkulturen 

wurden bei 30 °C in GM17-Medium aerob ohne Schütteln angezogen. Für S. thermophilus 

wurde thLM17-Medium (Tab. 3) verwendet und bei 40 °C inkubiert. Tageskulturen wurden 

aus einer Übernachtkultur 1%ig angeimpft. Das Zellwachstum wurde durch Bestimmung der 

OD620 mit einem Photometer (Nanocolor
®
 500D, Macherey-Nagel) kontrolliert. Beim Aus-

plattieren auf Festmedien wurden bis zu 100 µl Flüssigkultur mit einem sterilen Drigalskispa-

tel auf einer Platte gleichmäßig verteilt. Zur Selektion plasmidtragender Zellen wurde den 

Nährmedien das entsprechende Antibiotikum hinzugefügt (Tab. 4). Bei der Kryokonservie-

rung zur Langzeitlagerung wurden 0,85 ml Zellkultur mit 0,15 ml Glycerin (86 %ig) in Kryo-

röhrchen vermengt und bei -80 °C gelagert.  
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3.2.2  Induktion von Prophagen durch Mitomycin C 

Zur Freisetzung von Prophagen aus dem Genom lysogener S. thermophilus J34-Derivate wur-

de eine Mitomycin C(MMC)-Induktion angewendet. 5 ml thLM17-Medium wurden 1%ig mit 

einer Übernachtkultur des lysogenen Stammes inokuliert und im Wasserbad bei 40 °C bis zu 

einer OD620 von 0,2 inkubiert. Weitere 5 ml thLM17-Medium, versetzt mit 0,1 bis 0,4 µg ml
-1

 

MMC (Tab. 4), wurden zu der Kultur gegeben und vermischt. Die OD620 wurde alle 30 Minu-

ten gemessen. Im Fall einer Zelllyse sank die OD620 bis auf ein Minimum ab. An diesem 

Punkt wurde das Lysat filtriert (Spritzenfilter, Whatman
®
, Porengröße 0,45 μm) und kühl ge-

lagert. Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurden alle Ansätze in dreifacher Ausführung 

gemessen und die Mittelwerte bestimmt. Als Kontrollen wurden die nicht-induzierten Stäm-

me sowie der induzierbare Stamm J34f-2 mitgeführt. Für größere Ansätze wurden 250 ml 

Medium eingesetzt, die mit einer äquivalenten Menge Medium zuzüglich MMC induziert 

wurden. 

 

3.2.3  Plaquetest 

Der Titer einer Phagenlösung, d. h. die Anzahl der plaquebildenden Einheiten pro Milliliter 

(PbE ml
-1

) wurde mit Hilfe eines Plaquetests (modifiziert nach Adams, 1959) bestimmt. Alle 

Plaquetests wurden in Doppelbestimmung durchgeführt. Von der Phagenlösung wurden je-

weils 0,5 ml in 4,5 ml Verdünnungslösung (Tab. 7) seriell dezimal verdünnt. Je 0,1 ml einer 

Verdünnungsstufe wurden mit 0,3 ml 100 mM CaCl2 sowie 0,3 ml einer Bakterien-Kultur in 

logarithmischer Phase (OD620 ~ 0,8) zusammengegeben, gemischt und 10 min stillstehend 

inkubiert. Schließlich wurden alle Komponenten mit 3 ml Weichagar (Tab. 3) vermischt und 

auf eine oder thLM17-Agarplatte gegossen. Vor der Zugabe des Weichagars wurden 0,1 ml 

Magermilch (Tab. 7) und 0,15 ml 3%iges Glycin hinzugefügt. Nach dem Antrocknen wurden 

die Platten über Nacht invers im Brutschrank bei 40 °C inkubiert. Am Folgetag wurden die 

Plaques der einzelnen Verdünnungsstufen ausgezählt und der Titer abgeleitet von der Keim-

zählung nach Koch (Referenzverfahren) berechnet:  

∑ 𝑦 ∗ 𝑑

𝑛1 ∗ 1 + 𝑛2 ∗ 0,1
= 𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑃𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒 − 𝑏𝑖𝑙𝑑𝑒𝑛𝑑𝑒 𝐸𝑖𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙 (

𝑃𝑏𝐸

𝑚𝑙
) 

∑y = Summe der Plaques aller Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen wurden 

n1 = Anzahl der Petrischalen der niedrigsten, auswertbaren Verdünnungsstufe  

n2 = Anzahl der Petrischalen der nächst höheren, auswertbaren Verdünnungsstufe 

d = Reziproker Wert der Verdünnung der niedrigsten, auswertbaren Verdünnungsstufe 
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Tab. 7. Lösungen und Puffer zur Durchführung eines Plaquetests. 

Lösung/Puffer  Komponente Menge 

Ringerlösung (1
4⁄  stark) Ringer-Tabletten 

rH2O 

2 

1 l 

Verdünnungslösung Ringerlösung (1
4⁄  stark) 

LM17-Medium für mesophile (Tab. 3) 

1 M CaCl2 

90 ml 

10 ml 

1 ml 

Weichagar Agar-Agar (hochrein) 

Phyton-Pepton 

Poly-Pepton 

Hefeextrakt 

Fleischextrakt 

Ascorbinsäure 

Na-ß-Glycerophosphat 

MgSO4 x 7H2O 

rH2O 

7,5 g 

5 g 

5 g 

2,5 g 

5 g 

0,5 g 

19 g 

1 ml 

ad 1 l 

Magermilch Magermilch 

rH2O 

durch Aufkochen lösen und autoklavieren 

100 g 

900 ml 

 

3.2.4  Spottest  

Ein Spottest diente in dieser Arbeit zur Überprüfung, ob eine Lösung virulente Phagen ent-

hielt. Die Durchführung verlief wie bei einem Plaquetest mit dem Unterschied, dass die Pha-

genlösung in Form von 100 µl-Tropfen auf die ausgehärtete Bakterien-Agar-Platte gegeben 

wurde. Die Platten wurden getrocknet und über Nacht in den Brutschrank (40 °C) gestellt. 

Am Folgetag konnte anhand der vorhandenen oder nicht vorhandenen Lysezone die Sensitivi-

tät oder Insensitivität des Stammes sowie das Vorhandensein von Phagen bestimmt werden. 

Bei Bedarf konnte die Lysezone mit einer Impföse abgekratzt und in 3 ml thLM17-Medium 

mit 0,1 ml 40 mM CaCl2 gegeben werden. Durch mehrstündiges Schütteln (100 rpm) wurden 

die Phagen aus dem Agar gelöst. Schließlich wurde die Lösung filtriert (0,45 µm) und bei 4 

°C gelagert. Nach Belieben konnten die Phagen unter dem Transmissionselektronenmikro-

skop (3.2.6) analysiert werden. 

 

3.2.5 Lytische Anzucht von Phagen 

Die Gewinnung von Phagen mit bekanntem Wirtsstamm erfolgte durch eine lytische Anzucht. 

Für eine optimale Ausbeute wurde das richtige Verhältnis von Bakterien und Phagen ermit-

telt. In einem kleinen Maßstab wurden 0,3 ml einer Übernachtkultur mit 0,1 ml, 0,2 ml und 
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0,3 ml Phagenlysat sowie 0,1 ml 40 mM CaCl2 vermischt und 10 Min inkubiert. Dann wurden 

5 ml aufgewärmtes thLM17-Medium zugegeben und die OD620 gemessen. Von diesem Zeit-

punkt an wurde die OD620 alle 30 min bestimmt um eine Lyse der Bakterien zu verfolgen.  

 

3.2.6 Transmissionselektronenmikroskopie von Phagen 

Die Morphologie der Phagen wurde mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) 

Tecnai 10 von Philips untersucht (FEI Company, Eindhoven, NL). In der Bedampfungsanlage 

BAL-TEC MED20 (Balzers, Lichtenstein) wurde ein Kohlefilm aus reiner Kohle auf eine 

frisch gespaltene Glasglimmerplatte (Plano, Wetzlar) aufgedampft. Die Glasglimmerplatte 

wurde in Quadrate geschnitten (3 x 3 mm) und der Kohlefilm von diesen durch Eintauchen in 

100 µl Phagenlysat (Titer >10
7
 PbE ml

-1
) abgelöst. Nach 20-minütiger Adsorptionszeit wurde 

der Kohlefilm in zwei Tropfen rH2O gewaschen und anschließend für wenige Sekunden in 2 

%iger Uranylacetat-Lösung angefärbt, bevor er auf ein 400-mesh-Kupfernetz (Agar Scientific, 

Stansted, UK) übertragen wurde. Überschüssiges Färbemittel wurde mit einem Filterpapier 

abgezogen. Die getrockneten Proben wurden in das TEM geschleust und bei einer Beschleu-

nigungsspannung von 80 kV angesehen. Die Aufnahmen der Phagen wurden mit einer CCD-

Kamera (Megaview G2, SIS Olympus, Münster) bei einer Primärvergrößerung von 160.000x 

bis zu 210.000x angefertigt. Die Bildanalyse wurde mit der iTEM 5.2 TEM Imaging Platt-

form Software (SIS Olympus, Münster) durchgeführt. 

 

3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 DNA-Auftrennung via Agarose-Gelelektrophorese 

Die größenmäßige Auftrennung von DNA erfolgte über eine Agarose-Gelelektrophorese 

(Sambrook und Russell, 2001). Gele mit 0,8 oder 2 % Agarosegehalt wurden durch Aufko-

chen in 1x TAE-Puffer (Tab. 8) gelöst und in einen Schlitten mit einem 8er- oder 15er-Kamm 

gegossen. Das auspolymerisierte Gel wurde in einer 1x TAE gefüllten Kammer (Mini-Sub
®

 

Cell GT, Bio-Rad) mit DNA-Proben beladen. Diese wurden vorher mit 6x Loading Dye (Tab. 

8) vermischt. Als Größenstandard wurden überwiegend die DNA Leiter 1 kb oder die DNA 

Leiter 100 bp plus (Tab. 36, Anhang) eingesetzt. Die Auftrennung verlief 50 bis 70 min bei 

74 bis 86 V (Mini Power Pack P20, Biometra). Anschließend wurden die Gele 15 min in einer 
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Ethidiumbromidlösung (1 µg ml
-1

 rH2O) gefärbt, 10 min in rH2O entfärbt und unter UV-Licht 

photographiert (Universal Hood II ChemiDoc XRS, Bio-Rad). 

 

Tab. 8. Komponenten für die Agarose-Gelelektrophorese. 

Lösung/Puffer Komponente Menge 

Agarosegel (0,8 oder 2 %) Agarose  

1x TAE 

0,8 g/2 g 

ad 100 ml 

6x Loading Dye Glycerin 

Bromphenolblau 

33 % (v/v) 

0,07 % (w/v) 

50x TAE (pH 8,3) 

 

1x TAE-Laufpuffer 

Tris-Acetat 

EDTA-Dinatriumsalz 

50x TAE 

rH2O 

2 M 

0,05 M 

40 ml 

1960 ml 

Ethidiumbromidlösung Ethidiumbromid 

rH2O 

20 µl 

100 ml 

 

3.3.2 DNA-Aufreinigung/-Konzentrierung und -Extraktion aus Agarosegelen 

Für die Aufreinigung von Restriktionshydrolysen, Ligationsansätzen und PCR-Ansätzen so-

wie zur Konzentrierung von DNA wurde das DNA Clean & Concentrator Kit (Zymo Rese-

arch) verwendet. Zur Isolierung bestimmter DNA-Fragmente aus einem DNA-Gemisch wur-

de dieses durch eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und das gewünschte Fragment 

nach Visualisierung durch UV-Licht aus dem Gel herausgeschnitten. Für die Extraktion der 

DNA wurde das Zymoclean
TM

 Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) verwendet. 

 

3.3.3  Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen 

Die Konzentration und Reinheit einer dsDNA-Lösung wurde mit dem NanoDrop 2000c 

(Peqlab) photometrisch bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte, indem eine OD260 

von 1 mit einer dsDNA-Konzentration von 50 µg ml
-1

 gleichgesetzt wurde. Das Verhältnis 

der Absorption bei 260 nm zu 280 nm sollte idealerweise bei 1,8 oder höher liegen. Darunter-

liegende Werte waren ein Indikator für Kontaminationen mit Proteinen oder Phenol. Das 260 

nm/230 nm-Verhältnis gab Verunreinigungen mit Polysacchariden o. ä. an und sollte zwi-

schen 2,0 und 2,2 liegen.  
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3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die gezielte Vervielfältigung (Amplifikation) eines DNA-Abschnitts erfolgte durch eine Po-

lymerase-Kettenreaktion. Für DNA-inserts zur Klonierung (Tab. 20, 3.5.1) wurde die Phusion 

Hot Start II High Fidelity DNA Polymerase (2 U ml
-1

, Thermo Fisher Scientific) mit proo-

freading-Funktion verwendet. Andernfalls wurde der 5 Prime Master Mix (5Prime GmbH) 

eingesetzt. Es wurden jeweils die Protokolle der Hersteller befolgt. Mit Hilfe der Software 

SnapGene wurden die Primer für den DNA-Abschnitt, den es zu vervielfältigen galt, gewählt. 

Die Primersequenzen wurden durch den OligoAnalyzer 3.1 auf unerwünschte Hybridisierun-

gen (primer dimer) bzw. Sekundärstrukturen (DNA hairpin) geprüft. Auch die Schmelztem-

peraturen (TM) eines Primerpaares wurden angeglichen. Zur Klonierung wurden am 5`-Ende 

der Primer die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms und mindestens drei Basen zu-

sätzlich angefügt. Die verwendeten Primer (Tab. 9) wurden von Eurofins MWG Operon, 

Ebersberg bezogen. Sie besaßen HPSF-Reinheit.  

 

Tab. 9. Verwendete Oligonukleotide (Primer) und ihre Schmelztemperaturen. 

Primer 5`→ 3` Sequenz TM  (°C) Quelle 

crh_for_BamHI GGCGGATCCATGGATTTGAATAAGC 63,0 Koberg Diplomarbeit, 2012 

crh_rev_NotI TCGCGGCCGCTCACTTTTCCTTGCT 67,9 Koberg Diplomarbeit, 2012 

GST-Crh_XbaI_f GCTCTAGAATGTCCCCTATACTAGGT 63,2 diese Arbeit 

GST-Crh_HindIII GCAAGCTTTCACTTTTCCTTGCTATT 60,1 diese Arbeit 

orf3-BamHI-rev GAAGGATCCATGAATGAGAGTGAATTGC 63,7 Faulhaber Diplomarbeit, 2012 

orf3-NotI-for TGCGGCCGCTCAAGTTTCTATTAACTTT 63,7 Faulhaber Diplomarbeit, 2012 

orf3_SacI_fw GCGAGCTCATGAATGAGAGTGAATTGC 65,0 diese Arbeit 

orf3 HindIII.R ATAAAGCTTAACGTGATTCAGTTTTGCACG 62,7 Mohamed, 2010 

cro_BamHI_for GGCGGATCCATGACAGAAGTAGTTC 64,6 diese Arbeit 

cro_EcoRI_rev GGCGAATTCTCAGATACCATACAAATC 61,9 diese Arbeit 

recA_BamHI.2 GCGGATCCATGGCTAAGAAAACAAAG 63,2 diese Arbeit 

recA_NotI GCGCGGCCGCTTATTCTTCGATTTC 66,3 diese Arbeit 

lexA_BamHI_f GGCGGATCCATGAAAGCGTTAACGGC 68,0 diese Arbeit 

lexA_HindIII_r GGCAAGCTTTTACAGCCAGTCGCCG 67,9 diese Arbeit 

hdiR_pGEX_NotI GGCGCGGCCGCCTAAGCCTCAATAGG 72,7 diese Arbeit 

hdiR_BamHI_f GGCGGATCCATGTTTTCAGGACAAAG 64,8 diese Arbeit 

recA_for_XhoI GGCCTCGAGCTGTTGCCCTTCATGCAGT 71,0 diese Arbeit 

recA_rev GGCGAATTCTTGACCAATTTTCTCCCCA 65,1 diese Arbeit 

FDGKPL CATCAGTCAATGCTTTTCGGTCGACCATCAT 66,8 diese Arbeit 

GST-Crh_XbaI_f GCTCTAGAATGTCCCCTATACTAGGT 63,2 diese Arbeit 

pGh9-seq-r-new GCCATACCACAGATGTTC 53,7 Faulhaber Diplomarbeit, 2012 

MZ12.R ATAGCAGATTATCGAATCGGTCAG 59,3 Mohamed, 2010 

crh_O1A CCTCTTTGCTTATTCAAATCCAT 55,3 diese Arbeit 

cro_O1A ATTTTTGGAACTACTTCTGTCAT 53,5 diese Arbeit 

cro_O1B ATGACAGAAGTAGTTCCAAAAAT 53,5 diese Arbeit 

ant_O1B GAAACAACAGGCTCTTGATTTT 54,7 diese Arbeit 
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pri. CI-F  CTTTGTACCCGTTGGGATAC 57,3 Mohamed, 2010 

pri. CI-R  AAGCAAAGAGGTAGCAGAATC 55,9 Mohamed, 2010 

Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme sind unterstrichen. 

 

Zur Amplifizierung von TP-J34-Genen wurde genomische DNA aus S. thermophilus J34f-2 

als template eingesetzt. Die PCR wurde in 0,5 ml Reaktionsgefäßen mit den in Tabelle 10 

angegebenen Schritten im Mastercycler (Eppendorf) mit einem individuellen Programm (Tab. 

11 und Tab. 20) durchgeführt. Die Temperatur zur Primer-Hybridisierung (annealing) wurde 

aus dem Mittelwert der Primer-Schmelztemperaturen abzüglich 5 °C ermittelt. 

 

Tab. 10. Übersicht eines PCR-Programms. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Phusion Hot Start II High Fidelity DNA Polymerase benötigte 98 °C sowie 15 bis 30 s pro 1 kb. 

 

Tab. 11. Angewendete PCR-Programme. 

DNA-Produkt Primer Annealing Elongation 

DO1A aus TP-J34  crh_O1A 

cro_O1A 
 

50 °C 20 s 

DO1B aus TP-J34  cro_O1B 

ant_O1B 
 

50 °C 20 s 

DOcrh aus TP-J34 pri. CI-F  

pri. CI-R 
 

52 °C 20 s 

 

3.3.6 Kolonie-PCR 

Mit Hilfe einer Kolonie-PCR konnte die DNA einer Bakterienkolonie direkt ohne vorherige 

DNA-Präparation für eine PCR eingesetzt werden. Die Methode eignete sich besonders für 

ein Screening von Bakterienklonen nach gewünschten Plasmidkonstrukten. Eine Einzelkolo-

nie wurde von einer Nährbodenplatte gepickt und in 50 µl sterilem rH2O resuspendiert. Der 

Schritt Temperatur Dauer 

Initiale Denaturierung 98 °C/ 95 °C 3 min 

Denaturierung 98 °C/ 95 °C 30 s 

Annealing TM minus 5 °C 30 s 

Elongation 72 °C 15-30 s pro 1 kb 

1 min pro 1 kb  

Finale Elongation 72 °C 7 min 

Kühlen 4 °C ∞ 

 

 

 

 

 

 

 

35x 

 

35x 

 

35x 

 

35x 
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Ansatz wurde für 10 min bei 95 °C erhitzt, auf Eis abkühlt und kurz abzentrifugiert. Dann 

wurden 2 µl des Überstands als template für eine PCR verwendet. 

 

3.3.7 Erzeugung einer Crh-Mutante mittels LDA 

Die Ligation-during-amplification (LDA) nach Chen, 1998 ist eine Methode zur Generierung 

von mutierter, zirkulärer DNA während einer PCR. Das Prinzip beruht auf der Einbeziehung 

einer thermostabilen DNA-Ligase in eine PCR-Reaktion, die zirkuläre DNA als template 

nutzt. Mit Hilfe eines mutagenen Primers wird ein linearer DNA-Strang synthetisiert, der 

nach Verlängerung durch die DNA-Ligase zu einem zirkulären DNA-Molekül verknüpft 

wird. Mit dem mutagenen Primer ´FDGKPL` und dem Primer ´GST-Crh_XbaI_f` wurden 

drei Punktmutationen in das crh-Gen im Plasmid pSK6 eingefügt (Abb. 10).  

In einem gekühlten 50 µl-Ansatz wurden 10 ng pSK6 als template mit jeweils 10 pmol Primer 

´FDGKPL` und ´GST-Crh_XbaI_f` (Tab. 9), 1 µl dNTP-Mix (10 mM jeweils), 1 µl ATP (5 

nmol), 5 µl 5x GC-Puffer und 0,5 µl Phusion Hot Start II High Fidelity DNA Polymerase 

(alle Komponenten Thermo Fisher Scientific) eingesetzt. Abschließend wurden 1 µl der ther-

mostabilen Pfu DNA Ligase (4 U µl
-1

, Stratagene) und 2,5 µl 10x Ligase-Puffer zugefügt und 

das PCR-Programm (Tab. 12) gestartet. Im Anschluss wurde der PCR-Ansatz für 2 h bei 37 

°C mit DpnI (3.3.8) verdaut, um die dam methylierte template-DNA abzubauen. Nach Auf-

reinigung des Ansatzes (3.3.2) erfolgte die Hitzeschocktransformation in E. coli BL21 (DE3). 

In einer Sequenzierung mit dem Primer ´crh_for_BamHI` (Tab. 9) wurde das Plasmid mit der 

gewünschten Mutation identifiziert. 

 

 

Abb. 10. Erzeugung von drei Punktmutationen (rot) im crh-Gen des Plasmids pSK6 durch den Primer 

´FDGKPL` im Zuge einer LDA. 
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Tab. 12. PCR-Programm für die LDA. 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.8 DNA-Restriktionsverdau 

Ein Restriktionsverdau wurde zur Gewinnung von DNA-Fragmenten für Klonierungen und 

zur Verifizierung von Plasmid-Konstrukten durchgeführt (3.3.9). Restriktionendonukleasen 

des Typs II wurden von Thermo Fisher Scientific und der New England Biolabs GmbH bezo-

gen. Der DNA-Verdau wurde gemäß den Herstellerangaben mit 5 bis 10 Units des Enzyms in 

den dazugehörigen Puffern für mindestens 1 h und maximal 16 h bei 37 °C durchgeführt. Zur 

Ermittlung der optimalen Bedingungen eines Verdaus mit zwei Enyzmen wurde das double 

digest-Tool von Thermo Fisher Scientific genutzt. Im Anschluss folgte eine Überprüfung der 

Restriktion durch eine Agarose-Gelelektrophorese (3.3.1).  

 

3.3.9  DNA-Klonierungen 

Bei der Klonierung wurden ein DNA-Abschnitt (insert) und ein Plasmid unter Verwendung 

gleicher Restriktionsenzyme verdaut (3.3.8), ligiert und in Bakterien transformiert. Die Plas-

mid-DNA wurde zusätzlich dephosphoryliert (3.3.9.1). Auf den Selektionsplatten gewachsene 

Bakterienklone wurden auf das insert-tragende Plasmid hin untersucht, indem eine Plasmid-

präparation oder ein Colony Cracking (3.3.10) durchgeführt wurden. Die isolierten Plasmide 

und das Ausgangsplasmid wurden mit den gleichen Enzymen verdaut und über ein Agarose-

gel aufgetrennt, um sie hinsichtlich ihrer Größe miteinander zu vergleichen. Alternativ wurde 

eine Kolonie-PCR durchgeführt (3.3.6). Zur Überprüfung der Nukleotidsequenz der inserts 

wurde das Plasmid zur Sequenzierung gegeben (3.3.13).  

Schritt Temperatur Dauer 

Ligation 70 °C 10 min 

Denaturierung 98 °C 30 s 

Annealing 60 °C 30 s 

Elongation 72 °C 60 s 

Finale Elongation 72 °C 7 min 

Kühlen 4 °C ∞ 
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3.3.9.1 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA 

Die Religation verdauter Plasmid-DNA wurde durch Dephosphorylierung der 5`-Phosphat-

Enden mit der FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific) ver-

hindert. Die Dephosphorylierung erfolgte simultan zur Linearisierung gemäß Herstellerproto-

koll. Die dephosphorylierte DNA wurde vor Verwendung für eine Ligation über eine Säule 

(DNA Clean & Concentrator
TM

, Zymo Research) aufgereinigt. 

3.3.9.2 DNA-Ligation 

Zur Verknüpfung (ligation) zweier linearer DNA-Moleküle mit komplementären, überhän-

genden Enden (sticky ends) wurde mit der Quick T4 DNA Ligase (New England Biolabs 

GmbH) und der T4 DNA Ligase (5 U ml
-1

, Thermo Fisher Scientific) gearbeitet. Für letztere 

betrug die Inkubationszeit bis zu 16 h bei Raumtemperatur. Die Ligation erfolgte nach den 

Angaben der Hersteller in Ligationspuffer, wobei 50 ng linearisiertes Plasmid und ein min-

destens dreifacher molarer Überschuss an insert-DNA zusammengegeben wurden. Die mola-

ren Verhältnisse wurden mit Hilfe des Ligation Calculator (Tab. 34, Anhang) berechnet. Die 

Ligationsansätze wurden direkt für eine Hitzeschocktransformation von E. coli (3.3.9.3, a) 

eingesetzt oder vorab für eine Elektroporation (3.3.9.3, b und c) aufgereinigt. 

3.3.9.3 Transformation von Plasmid-DNA 

a.  …in E. coli -Zellen per Hitzeschock 

Chemisch-kompetente E. coli wurden mit der Calciumchlorid-Methode gewonnen. 200 ml 

LB-Medium wurden 1%ig mit einer Übernachtkultur inokuliert und bei 37 °C schüttelnd (200 

rpm) bis zu einer OD585 von 0,6 angezogen. Die Zellen wurden sedimentiert (10 min bei 

10.000 x g und 4 °C), der Überstand verworfen und das Pellet in 12,5 ml eiskaltem TMF-

Puffer [100 mM CaCl2 x 2H2O, 40 mM MnCl x 4H2O, 50 mM RbCl] resuspendiert. Nach 

einer Inkubation für 1 h auf Eis wurden die Zellen bei gleichen Bedingungen sedimentiert. 

Das Pellet wurde in 2,5 ml TMF-Puffer gelöst, es wurden 750 µl Glycerin (86 %ig) hinzuge-

fügt und die Zell-Suspension wurde als 200 µl-Aliquots bei -80 °C gelagert. Für die Hitze-

schocktransformation wurden etwa 100 ng Plasmid-DNA und 100 µl TMF-Puffer zu einem 

Aliquot der Zellen auf Eis gegeben und mindestens 30 min inkubiert. Der Hitzeschock erfolg-

te für 2 min bei 42 °C im Wasserbad. Dann wurden die Zellen 1 min auf Eis gekühlt, bevor 1 

ml LB-Medium hinzugegeben  und die Zellen 40 min bei 37 °C geschüttelt wurden (200 
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rpm). Vor dem Ausplattieren wurden sie sedimentiert (1 min, 16.000 x g), der Überstand bis 

auf etwa 100 µl dekantiert und die Zellen darin resuspendiert. Die resuspendierten Zellen 

wurden auf einer LB-Selektionsplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Nach 

Antrocknung wurde die Platte invers über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

  

b.  …in L. lactis (Holo und Nes, 1995) 

In einem Vorversuch wurde die Glycintoleranz der Laktokokken ermittelt. Dazu wurde die L. 

lactis-Kultur in GM17-Medium mit 0,2 bis 4 % Glycin versehen und bei 30 °C über Nacht 

inkubiert. Am Folgetag wurde die maximale Glycinkonzentration gewählt, bei der die Zellen 

eine OD620 von 0,2 bis 0,7 erreichten. SGM17-MC-Bouillon (Tab. 13) zuzüglich der ermittel-

ten Glycinmenge wurde 1%ig mit einer Vorkultur (OD620 0,5 bis 0,8) inokuliert und über 

Nacht bei 30 °C bebrütet. Die Zellen wurden sedimentiert (5 min, 5.000 x g, 4 °C) und an-

schließend zweimal in eiskaltem Elektroporationspuffer (Tab. 13) gewaschen. Sie wurden 

schließlich in 2 ml dieses Puffers aufgenommen und in Aliquots von 100 µl mit flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Für die Transformation wurden die Ali-

quots auf Eis aufgetaut, 1 µg Plasmid-DNA hinzugefügt und das Bakterien-DNA-Gemisch 

luftblasenfrei in eine vorgekühlte Küvette (Gene Pulser 0,1 cm, Bio-Rad) überführt. Der An-

satz wurde 10 min auf Eis inkubiert und dann bei 2.050 V, 25 µF und einer Zeitkonstante von 

4,5 bis 5 ms elektroporiert (Electroporator 2510, Eppendorf). Sofort im Anschluss wurden die 

Bakterien in 1 ml vorgewärmtem SGM17-MC-Medium aufgenommen und 2 h bei 30 °C im 

Wasserbad kultiviert. Dann wurden sie sedimentiert und der Überstand bis auf einen kleinen Rest 

verworfen. In diesem wurde das Pellet resuspendiert und die Resuspension auf einer GM17-

Selektionsplatte mit 5 μg ml-1 Erythromycin (Tab. 4) ausplattiert. Die Selektionsplatte wurde in-

vers 2 Tage bei 30 °C inkubiert.  

 

Tab. 13. Medien und Puffer zur Erzeugung und Elektroporation kompetenter Laktokokken. 

Medium/Puffer Komponente Menge 

SGM17-MC 

 

MgCl2  

CaCl2  

in GM17-Bouillon 

20 mM 

2 mM 

Elektroporationspuffer Saccharose 

Glycerol 

0,5 M 

10 % (v/v) 
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c.  …in S. thermophilus 

Zur Herstellung elektrokompetenter S. thermophilus-Zellen wurden 30 ml Belliker-Medium 

(Tab. 14) mit 40 mM DL-Threonin (Tab. 4) 1%ig mit einer Übernachtkultur begeimpft. Die 

Zellkultur wurde bei 40 °C im Wasserbad bis zu einer OD620 von 0,2 bis 0,4 kultiviert. Dann 

wurden die Zellen geerntet (4.500 x g, 10 min bei 4 °C) und das Medium dekantiert. Das Pel-

let wurde in 5 ml Elektroporationspuffer (Tab. 14) resuspendiert und wieder sedimentiert 

(4.500 x g, 10 min bei 4 °C). Der Vorgang wurde einmal wiederholt, wobei die Resuspension 

danach mit Elektroporationspuffer auf eine OD620 von 1,7 bis 1,8 eingestellt wurde. Die Zel-

len wurden in Aliquots von 100 μl durch Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 

Die Elektroporation von S. thermophilus verlief ähnlich der von L. lactis. Sie wurde bei einer 

höheren Spannung (2.100 V, 25 µF, Zeitkonstante 1,8 bis 2) und mit HJL-Medium (Tab. 14) 

statt SGM17-MC-Medium durchgeführt. Die Zellen wurden nach der Elektroporation 4 bis 6 

h bei 30 °C (bei pG
+
host9-Derivaten) bzw. 40 °C inkubiert und die Platten nach Ausstrich 

zwei Tage invers inkubiert. 

 

Tab. 14. Medien und Puffer zur Erzeugung und Transformation elektrokompetenter S. thermophilus. 

Medium/Puffer Komponente Menge 

Belliker-Medium 

(McLaughlin und Ferretti, 1995) 

Trypton 

Hefeextrakt 

Gelatine 

Glucose 

Saccharose 

Lactose 

Ascorbinsäure 

Fleischextrakt 

2 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,25 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,05 % (w/v) 

1 % (w/v) 

Elektroporationspuffer (pH 6,5) 

(McLaughlin und Ferretti, 1995) 

Saccharose 

EDTA 

Hepes 

Gylcerol 

272 mM 

1 mM 

7 mM 

15 % (v/v) 

HJL-Medium 

(McLaughlin und Ferretti, 1995) 

Trypton 

Hefeextrakt 

KH2PO4 

Fleischextrakt 

Lactose 

3 % (w/v) 

1 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 

0,2 % (w/v) 

0,5 % (w/v) 
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3.3.10 Plasmidpräparationen 

a. …aus E. coli   

Für eine Minipräparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das ZR Plasmid Miniprep
TM

-

Classic Kit (Zymo Research) verwendet.  

b. …aus E. coli (Colony Cracking) 

Das Colony Cracking stellt eine Methode zur schnellen Identifikation von positiven Trans-

formanten dar. Eine Einzelkolonie wurde von einer Selektionsplatte gepickt und in einem 

Reaktionsgefäß mit 25 μl 10 mM EDTA gelöst. Nach Hinzufügen von 25 μl frisch angesetz-

tem Cracking Puffer (Tab. 15) wurde der Ansatz für 5 min auf 70 °C erhitzt und anschließend 

10 min auf Eis abgekühlt. 3 bis 5 μl Cracking Farbe (Tab. 15) wurden zugegeben und an-

schließend zentrifugiert (16.100 x g, 5 min). Mindestens 15 μl des Überstands wurden direkt 

auf ein Agarosegel (3.3.1) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Durch Vergleich 

mit einem Leervektor konnten vermeintlich positive Transformanten identifiziert werden. 

 

Tab. 15. Lösungen und Puffer für das Colony Cracking. 

Lösung/Puffer Komponente Menge 

Cracking Puffer 2 N NaOH  

10 % (w/v) SDS  

Saccharose  

rH2O  

100 μl  

50 μl  

0,2 g  

ad 1 ml  

Cracking Farbe KCl 

Bromphenolblau 

4 M 

0,4 % (w/v) 

 

c. …aus L. lactis 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus L. lactis wurde das Protokoll von MoBiTec
1
 verwendet.  

                                                 
1
 Plasmid DNA isolation from Lactococcus lactis, small scale (S. 14-15) aus “NICE Expression System for  

Lactococcus lactis. The effective & easy to operate NIsin Controlled gene Expressionsystem”. 
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d. …aus S. thermophilus (Anderson und McKay, 1983) 

Für die Plasmidisolierung aus S. thermophilus wurde das Protokoll nach Anderson und 

McKay, 1983 angewendet. Abweichend vom Protokoll wurde den Übernachtkulturen 40 mM 

DL-Threonin (Tab. 4) zugesetzt. 

 

3.3.11 Isolierung chromosomaler DNA aus Grampositiven (Schleifer et al., 1991)   

Für die Isolierung chromosomaler DNA aus grampositiven L. lactis und S. thermophilus wur-

den 10 ml einer über Nacht gewachsenen DL-Threonin-Kultur abgeerntet (16.100 x g, 2 min). 

Das Pellet wurde in 1,5 ml rH2O aufgenommen und die Resuspension danach sedimentiert 

(16.100 x g, 2 min). Nach Resuspension des Zellpellets in 500 µl Lösung A (Tab. 16) mit 5 

mg ml
-1

 Lysozym (Serva) und 6 µl Mutanolysin (2.500 U ml
-1

, Sigma-Aldrich) erfolgte eine 

Inkubation bei - 20 °C für 30 min oder über Nacht. Anschließend wurde für 10 min bei 55 °C 

inkubiert. Es wurden 60 µl Proteinase K (20 mg ml
-1

, AppliChem) zugegeben und durch In-

vertieren gemischt. Dann wurden 25 µl 10 % (w/v) SDS zugefügt und es wurde nochmals 

invertiert. Durch Inkubation für 1 h bei 60 °C wurden die Zellen lysiert. Es folgte die Phenol-

Chloroform-Extraktion, bei der zweimal hintereinander 250 µl rH2O, 250 µl Phenol und 250 

µl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1 v/v) zu dem Lysat pipettiert wurden. Zwischen den ein-

zelnen Schritten wurde durch Invertieren gemischt und nach Zugabe von Chloroform wurde 

jeweils abzentrifugiert (14.000 x g, 5 min). 500 µl der oberen Phase wurden in ein neues Re-

aktionsgefäß überführt und zur DNA-Fällung mit 50 µl 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 500 µl 

2-Propanol versetzt. Auf die Inkubation für 1 h oder über Nacht bei – 20 °C folgte eine Zent-

rifugation (20.800 x g, 15 min, 4 °C) und eine Waschung des Pellets in 550 µl 70 % (v/v) 

EtOH (20.800 x g, 15 min, 4 °C). Das EtOH wurde vorsichtig abgenommen, das Pellet ge-

trocknet und schließlich in 200 µl 1x TE-Puffer (Tab. 16) resuspendiert. Zum Abbau der RNA 

wurden 5 µl RNase (10 mg ml
-1

, Thermo Fisher Scientific) zugegeben und 15 min bei 37 °C 

inkubiert. Die Lagerung der chromosomalen DNA erfolgte bei – 20 °C. 

 

Tab. 16. Lösungen und Puffer zur Isolierung chromosomaler DNA aus Grampositiven. 

Lösung/Puffer Komponente  Menge 

Lösung A (pH 8,1) Saccharose  

EDTA  

NaCl  

Tris-HCl  

5,8 mM 

10 mM 

50 mM 

10 mM 
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1x TE-Puffer (pH 8) 1 M Tris-HCl (pH 7,5) 

0,5 M EDTA (pH 8) 

10 ml 

2 ml 

 

3.3.12 Gen-Knockout mit Hilfe des thermosensitiven pG
+
host9  

Das chromosomale recA-Gen in S. thermophilus J34f-2 wurde mit Hilfe des shuttle-Vektors 

pG
+
host9 (Maguin et al., 1996) ausgeschaltet (= Gen-Knockout). Das Prinizp beruht auf ei-

nem thermosensitiven Replikon-Derivat aus pWV01, welches ab einer Temperatur von 37 °C 

nicht mehr autonom replizieren und nur nach Integration in das Bakteriengenom weiter in den 

Zellen persistieren kann. Zum Knockout des recA-Gens in S. thermophilus J34f-2 wurde mit 

den Primern ´recA_for_XhoI` und ´recA_rev` ein internes recA-Fragment amplifziert (Tab. 

17) und in die XhoI- und EcoRI-Schnittstellen von pG
+
host9 (Abb. 62, Anhang) kloniert. 

Nach Etablierung des gewünschten Konstrukts in L. lactis Bu2-60 bei 30 °C wurde es weiter 

in S. thermophilus J34f-2 transformiert (3.3.9.3, c.). Die Selektion auf Zellen mit integriertem 

Plasmid erfolgte, indem die Zellen bei 30 °C bis zu einer OD620 0,2 und dann bei 42 °C weite-

re 3 h inkubiert wurden, bevor sie auf vorgewärmtem thLM17-Agar mit 5 µg ml
-1

 Erythromy-

cin ausplattiert wurden. Nach 2 Tagen Inkubation bei 40 °C wurden Kolonien von der Platte 

in vorgewärmtes thLM17 überführt. Eine erfolgreiche Integration in das entsprechende Gen 

im Genom wurde durch eine Plasmidpräparation (3.3.10, d.) und eine PCR mit einem Primer, 

der in pG
+
host9 bindet und einem Primer, der im Genom bindet (s. Integrationsnachweis I, 

Tab. 17) sowie durch Ausschluss eines PCR-Produkts mit den Primern ´recA_BamHI.2` und 

´recA_NotI` zur recA-Amplifizierung bei einer Elongationszeit von 60 s (s. Integrationsnach-

weis II) nachgewiesen. 

 

Tab. 17. PCR-Produkte zur Inserierung in pG
+
host9 und für den Nachweis einer erfolgreichen Integration. 

PCR-Produkt  Primer Annealing  Elongation 

internes recA-Fragment  recA_for_XhoI  64 °C 40 s 

recA_rev 

Integrationsnachweis I 

 

Integrationsnachweis II 

pGh9-seq-r-new 50 °C 

 

60 °C 

70 s 

 

60 s 

cro_O1B 

recA_BamHI.2 

recA_NotI 
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3.3.13 DNA-Sequenzierung 

Die DNA-Sequenzierung erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon. Die Primer wur-

den den aufgereinigten Sequenzierungsproben beigefügt. Die Auswertung der Sequenzen er-

folgte durch das BlastN und das Basic Local Alignment Search Tool von NCBI (Tab. 34 im 

Anhang). 

 

3.4 Promotoranalysen 

Zur Bestätigung und Lokalisierung von Promotoren im TP-J34-Lysogeniemodul wurde eine 

5`RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) verwendet. Diese Methode dient zur Er-

mittlung der 5`-Enden von mRNA-Transkripten bis hin zum Transkriptionsstartpunkt (+1). 

Davon abgeleitet können Promotorelemente wie -10- und -35-Regionen lokalisiert werden 

(Abb. 11).  

 

 

 

3.4.1 RNA-Isolierung aus S. thermophilus J34f-2 

Als Ausgangsmaterial für die 5’RACE-PCR wurde die Gesamt-RNA aus S. thermophilus 

J34f-2 isoliert. Die Isolierung erfolgte mit dem RNeasy
®

 Mini Kit (Qiagen) gemäß Protokoll 5 

(Enzymatic Lysis, Proteinase K Digestion, and Mechanical Disruption of Bacteria) im RNA-

protect
®

 Bacteria Reagent Handbook. Alle Schritte wurden unter RNase-freien Bedingungen 

durchgeführt, d. h. es wurde mit RNase-freien Materialien gearbeitet, Oberflächen wurden mit 

ExitusPlus
TM

 (AppliChem) behandelt und alle Puffer wurden mit 0,1 % (w/v) Diethylpyrocar-

bonaten (DEPC) (AppliChem, Tab. 18) angesetzt. Eine S. thermophilus J34f-2-Tageskultur 

wurde bis zu einer OD620 0,6 bei 40 °C im Wasserbad angezogen. Ein Milliliter Kultur (1 Vo-

lumen) wurde mit 2 Volumen RNAprotect
®

 Bacteria Reagent gemischt und 10 s gevortext. 

Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Bakterien zentrifugiert (5.000 x g, 10 

min) und die Pellets bei -20 °C gelagert. Für den enzymatisch-mechanischen Aufschluss wur-

Abb. 11. Schematische Darstellung eines 

prokaryotischen Gens (kodierende Region) 

mit der 5` untranslatierten Region (5`UTR) 

und der Promotorregion mit dem Transkripti-

onsstart (+1) im upstream-Bereich. Die Orga-

nisation von Phagengenen ist entsprechend. 
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den die Bakterien in 100 µl TE-Puffer (Tab. 16) mit 0,1 mg Lysozym (Serva) und 1,5 mg Pro-

teinase K (AppliChem) resuspendiert und 20 min inkubiert sowie alle 2 min für 10 s gevor-

text. Dann wurde RLT-Puffer aus dem Kit hinzugefügt und das Gemisch in ein Röhrchen mit 

50 mg HCl-gewaschenen Glasperlen (ᴓ 150-600 µm) überführt, bevor es gemahlen wurde 

(10x für 30 s bei 4 m s
-1

 im FP120 Fastprep Cell Disrupter). Nachdem die Zellbruchstücke 

abzentrifugiert wurden, wurde der Überstand in ein neues Röhrchen überführt und mit 600 µl 

EtOH (80 %ig v/v) vermischt. Ab hier wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Die In-

taktheit und Reinheit der isolierten RNA wurde auf einem 1%igen Formaldehyd-Agarosegel 

(Tab. 18) kontrolliert. Dafür wurden die Proben mit 2x RNA Loading Dye (Thermo Fisher 

Scientific) versetzt und 10 min bei 70 °C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in 1x 3-(N-

Morpholino)propansulfonsäure (MOPS) (Ambion Inc.) bei 74 V für 90 min. Als Standard 

wurde die RiboRuler
TM

 High Range RNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Tab. 36, Anhang) 

verwendet.  

 

Tab. 18. Komponenten für die RNA-Isolierung und -Analyse. 

Lösung/Puffer Komponente Menge 

Formaldehyd-Agarosegel Agarose  

DEPC 0,1 % (w/v) in rH2O 

10x MOPS (Ambion) 

zum Lösen aufkochen, auf 60 °C abkühlen 

Formaldehyd (37 %ig) 

1 g 

72 ml 

10 ml 

 

18 ml 

DEPC-rH2O DEPC 

rH2O 

1 ml 

1000 ml 

 

3.4.2 5`RACE-PCR  

Das Prinzip der 5`RACE-PCR ist in Abbildung 12 dargestellt. Es wurde das 5`/3`RACE Kit, 

2nd Generation von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim verwendet und dessen Protokoll 

befolgt. Zunächst wurden jeweils zwei Gen-spezifische Primer (GSP) benötigt (Tab. 19). Ein 

Gen-spezifischer Primer (GSP1) wurde zur Synthese der cDNA aus der mRNA verwendet. 

Ein weiter eingerückter Primer (GSP2) wurde zusammen mit dem Oligo d(T)-Anchor Primer 

aus dem Kit eingesetzt um die 3` PolyA-cDNA in einer PCR zu vervielfältigen.  

 

Tab. 19. Für die 5` RACE-PCR verwendete Gen-spezifische Primer (GSP). 

Primer 5`→ 3` Sequenz TM (°C) Quelle 

GSP1_P1 CACTTTTCCTTGCTATTC 49,1 diese Arbeit 

GSP2_P1 GGCGAATTCATCATCATCAGTCA 55,3 diese Arbeit 
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GSP1_Pltp CCTGCACTCATGATTG 49,2 diese Arbeit 

GSP2_Pltp GCAAGCTTCGTCTTGCTAGTCTGAG 55,3 diese Arbeit 

GSP1_Pint CTTGAGCATGAGTTTTAG 49,1 diese Arbeit 

MZR2PstI (GSP2_Pint) ATACTGCAGGATATTCCCACCCATTTGAGC 66,8 Mohamed, 2010 

 

 

Im ersten Schritt wurde der gewünschte Abschnitt eines mRNA-Transkripts mit Hilfe eines 

GSP durch eine Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben (Abb. 12, 1.). Dafür wurden 

2 µg RNA aus S. thermophilus J34f-2 und jeweils 12,5 µM der Primer ´GSP1_P1`, 

´GSP1_Pltp` bzw. ´GSP1_Pint` eingesetzt. Sofort nach diesem Syntheseschritt wurde die 

cDNA mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mann-

heim) aufgereinigt (2.). Im folgenden Schritt wurde der cDNA mit einer Terminalen Trans-

ferase ein Poly(A)3`-Schwanz angehängt (3.) und in einer darauffolgenden PCR wurde diese 

cDNA als template eingesetzt. Die Amplifizierung erfolgte mit den weiter eingerückten Pri-

mern ´GSP2_P1`, ´GSP2_Pltp` bzw. ´MZR2PstI (GSP2_Pint)` und dem Oligo(dT)-Anchor 

Primer. In einer zweiten PCR wurden die Produkte durch den Anchor Primer und die GSP2 

weiter vervielfältigt. Die PCR-Produkte wurden aus einem Agarosegel extrahiert, aufgereinigt 

(3.3.2) und zur Sequenzierung geschickt (3.3.13). Zur Überprüfung einer erfolgreichen 

5`RACE-PCR wurde ein im Kit integrierter Kontrollreaktionsansatz mitgeführt. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 12. Prinzip der 5`RACE-PCR (Über-

sicht nach Roche). 1. cDNA-Synthese aus 

mRNA durch Reverse Transkriptase mit 

GSP1, 2. Abbau der mRNA und Aufreini-

gung, 3. Anfügen eines Poly(A)-Schwanzes 

an das 3`-Ende, 4. PCR mit Oligo(dT)-

Anchor Primer und GSP2, 5. PCR mit  

Anchor Primer und GSP2 oder GSP3. Die 

PCR-Produkte wurden aus dem Agarosegel 

extrahiert und mit GSP2 oder GSP3 zur 

Sequenzierung gegeben. 

 

Abb. 21. Polypropylensäule zur affinitäts-

chromatographischen Aufreinigung von 

Fusionsproteinen. Die Säule wurde mit 

1,333 ml (entspricht 1 Säulenvolumen) 

Protino
®
 Glutathione Agarose 4B (Mache-

rey-Nagel) gefüllt. Die GST-Proteine bin-

den an die das Glutathion in der Säulen-

matrix.Abb. 22. Prinzip der 5`RACE-PCR 

(Übersicht nach Roche). 1. cDNA-Synthese 

aus mRNA durch Reverse Transkriptase 

mit GSP1, 2. Abbau der mRNA und Auf-

reinigung, 3. Anfügen eines Poly(A)-

Schwanzes an das 3`-Ende, 4. PCR mit 

Oligo(dT)-Anchor Primer und GSP2, 5. 

PCR mit PCR Anchor Primer und GSP2 
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3.5 Proteinbiochemische Methoden 

3.5.1 Plasmidkonstruktionen zur Protein-Überproduktion 

Zur Gewinnung von Proteinen für funktionelle und biochemische Analysen wurden diese mit 

einem Protein-tag versehen. Die Fusionierung eines N-terminalen Glutathion-S-Transferase-

(GST)-tags wurde durch Klonierung des gewünschten Gens in den Expressionsvektor pGEX-

6P-1 (GE Healthcare Life Sciences, Abb. 58, Anhang) erreicht. Die Konstrukte pGEX-6P-1-

orf3 (Abb. 59, Anhang) und pSK6 (Abb. 60, Anhang) entstammten früheren Arbeiten. Die 

Konstruktion der pGEX-6P-1-Derivate wird nachfolgend am Beispiel des Vektors pBSKcro 

beschrieben. Das coh-Gen wurde mit den Primern ´cro_BamHI_for` und ´cro_EcoRI_rev` 

unter Verwendung der Phusion Hot Start II DNA Polymerase aus dem S. thermophilus J34f-

2-Genom amplifiziert (Tab. 20). Nachdem die Größe des PCR-Produkts auf einem 2%igen 

Agarosegel überprüft wurde, wurde es aufgereinigt, mit BamHI sowie EcoRI im Doppelver-

dau geschnitten und mit dem ebenfalls BamHI- und EcoRI-verdauten dephosphorylierten 

Vektor pGEX-6P-1 ligiert. Die Transformation erfolgte per Hitzeschock in E. coli DH5α. 

Nach Verifizierung des richtigen Konstrukts wurde pBSKcro in E. coli BL21(DE3) transfor-

miert und die plasmidtragenden Zellen wurden durch 100 µg ml
-1

 Ampicillin in den LB-Agar-

Platten selektiert.  

Zur konstitutiven, d. h. permanent gleichmäßigen Expression von Genen in grampositiven 

Bakterien wurde der shuttle-Vektor pMG36e (van de Guchte et al., 1989, Abb. 61, Anhang) 

verwendet. Die Gene stehen hier unter der Kontrolle des starken P32-Promotors aus L. lactis 

subsp. cremoris Wg-2 (van der Vossen et al., 1987). Alle Gene wurden out-of-frame des 

orf32 gesetzt. Das gst-crh-Gen wurde mit den Primern ´GST-Crh_XbaI_f` und ´GST-

Crh_HindIII_r` aus dem Plasmid pSK6 gewonnen und in die XbaI- und HindIII-Schnittstellen 

von pMG36e ligiert. Das rir-Gen mit der downstream-Region wurde mit ´orf3_SacI_fw` und 

´orf3 HindIII.R` aus dem Genom von J34f-2 amplifiziert und in die SacI- und HindIII-

Schnittstellen von pMG36e gesetzt. Die Klonierungen erfolgten mit den in Tabelle 20 ange-

gebenen PCR-Parametern wie in 3.3.9 beschrieben. Die Konstrukte wurden in L. lactis Bu2-

60 zwischenkloniert, um dann weiter in S. thermophilus J34 und dessen Derivate überführt zu 

werden. 

 

Tab. 20. PCR-generierte DNA-inserts für Klonierungen zur Protein-Überproduktion. 

DNA-Produkt Basisvektor Konstrukt Primer
1
 TA  TE  

coh-Gen aus TP-J34 pGEX-6P-1 pBSKcro cro_BamHI_for 59 °C 20 s 
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1
 Primersequenzen s. Tab. 11; TA: Anlagerungstemperatur; TE: Elongationszeit 

 

3.5.2 Induzierte und konstitutive Genexpression  

Nachdem die pGEX-6P-1-Expressionskonstrukte in den E. coli BL21(DE3)-Zellen etabliert 

wurden, wurde die Genexpression durch IPTG induziert. Dazu wurden 500 ml LB-Medium 

mit 100 µg ml
-1

 Ampicillin versetzt und 1%ig mit einer Übernachtkultur des jeweiligen Ex-

pressionsstammes inokuliert. Die Kultur wurde in einem Schikanekolben bei 37 °C geschüt-

telt (200 rpm) und bei einer OD585 von 0,5 bis 0,8 mit 0,1 mM IPTG induziert. Vor der Induk-

tion wurde 1 ml Kultur als t0-Wert abgenommen, pelletiert und für weitere Analysen bei -20 

°C gelagert. Das Wachstum der Zellen wurde in den 3 bis 5 h während der Induktion regel-

mäßig kontrolliert. Zur Überprüfung einer erfolgreichen Protein-Überproduktion wurde stünd-

lich eine der Ausgangszellzahl (t0) entsprechende Kultur-Menge abgenommen. Die Proben 

wurden in 100 µl 6x SDS-Probenpuffer 10 min bei 95 °C erhitzt und mit einer SDS-PAGE 

(3.5.6) analysiert. Schließlich wurde die Kultur abzentrifugiert (10 min, 11.000 x g, 4 °C), der 

Überstand dekantiert und das Pellet bis zum Zellaufschluss bei -20 °C gelagert. 

Die konstitutive Expression in grampositiven S. thermophilus erfolgte durch pMG36e-basierte 

Konstrukte. Hierbei wurden 10 oder 500 ml GM17- bzw. thLM17-Medium zuzüglich 5 µg 

ml
-1

 Erythromycin 1%ig mit einer Übernachtkultur der Plasmid-tragenden Stämme angeimpft. 

Die Kulturen wurden im Wasserbad bei 40 °C inkubiert, deren OD620 bestimmt und die Kul-

turen bei Bedarf mit MMC induziert und abzentrifugiert (10 min, 11.000 x g, 4 °C). Das Zell-

pellet wurde bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.  

 

3.5.3 Affinitätschromatographische Aufreinigung von Fusionsproteinen 

Die Aufreinigung und Konzentrierung der GST-Proteine aus dem Zelllysat erfolgte mittels 

Affinitätschromatographie. Das Pellet der induzierten Kultur wurde auf Eis aufgetaut und in 3 

 cro_EcoRI_rev 

lexA-Gen aus E. coli 

BL21(DE3)  

pGEX-6P-1 pGEXlexA lexA_BamHI_f 63 °C 40 s 

lexA_HindIII_r 

recA-Gen aus S. therm. J34f-2   pGEX-6P-1 pGEXrecA recA_BamHI.2 60 °C 65 s 

recA_NotI 

hdiR-Gen aus S. therm. J34f-2  pGEX-6P-1 pGEXhdiR hdiR_pGEX_NotI 64 °C 40 s 

hdiR_BamHI_f 

gst-crh-Gen aus pSK6 pMG36e pSK20 GST-Crh_XbaI_f 57 °C 60 s 

GST-Crh_HindIII_r 

rir-Gen mit downstream-

Region aus TP-J34 

pMG36e pSK10 orf3_SacI_fw 59 °C 30 s 

orf3 HindIII.R 
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bis 5 ml 1x PBS (Tab. 22) pro 1 g Feuchtmasse resuspendiert. Die Resuspension wurde in 

gekühlte Schraubdeckelgefäße mit Glasperlen (ᴓ 0,1 mm) überführt und bis zu 10x bei 5 m s
-1

 

für je 30 s in einer Zellmühle (FP120 Fastprep Cell Disrupter) gemahlen. Anschließend wur-

den die Zellreste und die Glasperlen abzentrifugiert (15 min bei 11.000 x g, 4 °C) und die 

Überstände in einem neuen Reaktionsgefäß gesammelt. Bevor die Zellextrakte für die Affini-

tätschromatographie eingesetzt wurden, wurden sie filtriert (0,45 µm). Es wurde das Protokoll 

Batch/gravity flow purification von Macherey-Nagel befolgt. Auf den Boden einer verschlos-

senen Polypropylensäule (Thermo Fisher Scientific) wurde ein Porus geschoben, auf den 

1,333 ml der Säulenmatrix Protino
®

 Glutathione Agarose 4B (Macherey-Nagel) gegeben 

wurde (Abb. 13). Diese wurde mindestens 30 min auf der geschlossenen Säule inkubiert. 

Dann wurde die Säule geöffnet und mit 10 ml 1x PBS (Tab. 22) äquilibriert. Im Anschluss 

wurde der filtrierte Zellextrakt aus ein bis zwei induzierten Kulturen (3.5.2) auf die Säule ge-

geben und diese geschlossen. Zur Bindung der Proteine an die Matrix wurde die verschlosse-

ne Säule 1 h bei Raumtemperatur leicht geschwenkt (40 rpm). Nachdem die Säulenmatrix 

durch vertikales Aufhängen wieder sedimentiert war, erfolgte das Waschen mit mindestens 30 

ml 1x PBS. Die Fusionsproteine wurden mit 3 ml Elutionspuffer à 500 µl von der Säule elu-

iert, indem diese verschlossen und 10 min bei Raumtemperatur geschwenkt wurde. Zur Ab-

spaltung des GST-tags (Abb. 13) wurde, wie im nachfolgenden Kapitel beschrieben, verfah-

ren. Die Kontrolle der Aufreinigung erfolgte über eine SDS-PAGE (3.5.6). 

 

 

 

Abb. 13. Polypropylensäule zur affinitätschromatographischen Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen. Die 

Säule wurde mit 1,333 ml (entspricht 1 Säulenvolumen) Protino
®

 Glutathione Agarose 4B (Macherey-Nagel) 

gefüllt. Die GST-Proteine binden an das Glutathion in der Säulenmatrix. 
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Tab. 21. Die einzelnen Schritte der affinitätschromatographischen Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen. 

Schritt Komponente Menge 

Äquilibrieren 1x PBS 10 ml 

Säulenbindung filtrierter Zellextrakt 3 – 6 ml 

Waschen 1x PBS 30 ml 

Eluieren Elutionspuffer 3 ml à 500 µl 

 

 

Tab. 22. Puffer für die affinitätschromatographische Aufreinigung. 

Puffer Komponente Menge 

1x PBS (pH 7,3) 

 

als 10x Puffer ansetzen 

NaCl 

KCl 

Na2HPO4 

KH2PO4 

140 mM 

2,7 mM 

10 mM 

2 mM 

Elutionspuffer (pH 8,0) Tris 

L-Glutathion (reduziert) 

50 mM 

10 mM 

 

 

3.5.4 Abspaltung des GST-tags  

Die PreScission
TM

 Protease (GE Healthcare) ist ein gentechnisch hergestelltes Fusionsprotein 

bestehend aus der humanen Rhinovirus Protease 3C und der Glutathion-S-Transferase (GST). 

Mit Hilfe des Enzyms lässt sich der GST-tag von rekombinant überproduzierten Proteinen 

abspalten. Die spezifische Schnittstelle liegt zwischen Gln und Gly der Erkennungssequenz 

Leu-Glu-Val-Leu-Phe-Gln/Gly-Pro. Zur Gewährleistung einer optimalen Reaktionsfähigkeit 

wurde der vom Hersteller empfohlene Puffer [50 mM Tris-HCl (pH 7), 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 1 mM DTT] eingesetzt. 10 µl PreScission
TM

 Protease (10 U µl
-1

) wurden mit 1 ml des 

Protease-Puffers vermengt und auf die Säule gegeben. Die Säule wurde ein paar Mal vorsich-

tig invertiert, verschlossen und über Nacht bei 4 °C gelagert. Am Folgetag wurde das vom 

GST-tag abgetrennte Protein mit 3 ml 1x PBS (Tab. 22) von der Säule eluiert und in 500 µl-

Fraktionen aufgefangen. Die Protein-Ausbeute wurde mit einem 15%igen SDS-Gel (3.5.6) 

überprüft. 

 

3.5.5 Protein-Konzentrationsbestimmung und -Konzentrierung 

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlösungen erfolgte äquivalent zur Messung von 

DNA-Konzentrationen mit dem NanoDrop 2000c (3.3.3). Mit Hilfe einer spektrophotometri-

schen Absorptionsmessung der Protein-Lösung bei 280 nm und dem modifizierten Lambert-
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Beerschen Gesetz wurde die Proteinkonzentration durch die NanoDrop-Software bestimmt. 

Das Molekulargewicht und der Extinktionskoeffizient der Proteine wurden über ProtParam 

ermittelt und in die Software vor der Messung eingetragen. 

 

𝑐 [
𝑔

𝑙
] =  

𝑀𝑟 ∗  𝐴280

𝜀280

 

c: Proteinkonzentration in mol l
-1

 

Mr: relatives Molekulargewicht des Proteins in g mol
-1

 (1 Da entspricht 1 g mol
-1

) 

A280: Absorption bei λ=280 nm 

ε280: molarer dekadischer Extinktionskoeffizient bei 280 nm in M
-1

cm
-1

 

 

Zur Konzentrierung und Umpufferung von Proteinen wurden die Amicon Ultra-0.5 mL Cent-

rifugal Filters von Merck Millipore nach Herstellerangaben verwendet. 

 

3.5.6 Protein-Auftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Für die größenmäßige Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde 

eine diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

nach dem Prinzip von Laemmli (1970) verwendet. Zunächst wurde das 10 bis 15%ige Trenn-

gel (Tab. 23) gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach dessen Polymerisierung wur-

de das 5%ige Sammelgel aufgeschichtet und ein Kamm eingesetzt. Die Proteinproben wurden 

mit 6x SDS-Probenpuffer (Tab. 23) versehen und 5 min bei 95 °C denaturiert. Zur Gewin-

nung von Proteinen aus geringen Kulturmengen wurden diese mit 100 µl 6x SDS-

Probenpuffer vermischt, 5 min bei 95 °C inkubiert und kurz abzentrifugiert (11.000 x g, 2 

min). Das Gel (10 cm x 9,5 cm x 0,75 mm oder 1 mm) wurde mit 10 bis 30 µl Probe pro Ta-

sche beladen. Für die Abschätzung der molekularen Masse wurden 4 µl eines Proteinstan-

dards (Tab. 36, Anhang) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 200 V (PS304, 

Biometra) für etwa 1,5 h in einer 1x SDS-Elektrophoresepuffer gefüllten Kammer (Eco-Mini, 

Biometra). Nachdem der SDS-Probenpuffer das Ende des Gels erreicht hatte, wurde das Gel 

aus der Kammer entfernt und mindestens 15 min in einer Färbelösung (InstantBlue, Expede-

on, Deutschland) geschwenkt. Zur Dokumentation wurde das Gel photographiert (Universal 

Hood II ChemiDoc XRS, Bio-Rad).  
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Tab. 23. Komponenten einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 

Puffer/Lösung/Gel Komponente Menge  

10 % 12 % 15 % 

Trenngel (10-15 %) 

(nach Carl Roth) 

 

 

rH2O  

Rotiphorese
®
 Gel 40 (29:1) 

1,5 M TRIS-HCl (pH 8,8) 

10 % (w/v) SDS 

10 % (w/v) APS  

TEMED 

9,6 

5 

5 

200 

200 

20 

8,6  

6 

5 

200 

200 

20 

7,1 ml 

7,5 ml 

5 ml 

200 µl 

200 µl 

20 µl 

Sammelgel (5 %) 

(nach Carl Roth) 

rH2O  

Rotiphorese
®
 Gel 40 (29:1) 

TRIS-HCl (1 M, pH 6,8) 

10 % (w/v) SDS 

10 % (w/v) APS  

TEMED 

2,185 ml 

375 µl 

380 µl 

30 µl 

30 µl 

3 µl 

6x SDS-Probenpuffer  TRIS-HCl 

Glycerol 

β-Mercaptoethanol 

SDS 

Bromphenolblau 

100 mM 

40 % (v/v) 

10 % (v/v) 

3,2 % (w/v) 

Spatelspitze 

10x SDS-Elektrophoresepuffer  

 

auf 1x verdünnen 

TRIS-HCl 

Glycin 

SDS 

250 mM 

1,9 M 

0,5 % (w/v) 

 

 

3.5.7 Protein-Analyse mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Im Gegensatz zur denaturierenden SDS-PAGE werden die Proteine bei einer nativen (nicht-

denaturierenden) PAGE in ihrer natürlich gefalteten Struktur aufgetrennt. Die physiologi-

schen Eigenschaften der Proteine bleiben dabei erhalten.  

Das native Polyacrylamid-Gel (Tab. 24) wurde, wie in 3.5.6 beschrieben, präpariert. Für eine 

Interaktionsanalyse wurden etwa 50 µM Crh* (* mit ´GPLGS` aus PreScission
TM 

Protease-

Spaltstelle, s. Abb. 64) und 30 µM GST-Rir bzw. 100 µM Biotin-markiertes Crh* (3.5.12) 

und 130 µM Rir* für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, mit 6x Probenpuffer (Tab. 24) 

versehen und ohne Erhitzen auf das 10%ige, native Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Elekt-

rophorese erfolgte für 1,5 h bei 200 V (PS304, Biometra) in 1x nativem Elektrophoresepuffer. 

Anschließend wurde das Gel wie die SDS-Polyacrylamidgele gefärbt. 

 

 

 



 

48 

 

 Material und Methoden                   Dissertation Sabrina Koberg 

Tab. 24. Komponenten einer nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 

Puffer/Lösung/Gel Komponente Menge  

Natives Trenngel (10 %) 

 

rH2O  

Rotiphorese
®
 Gel 40 (29:1) 

1,5 M TRIS-HCl (pH 8,8) 

10 % (w/v) SDS 

10 % (w/v) APS  

TEMED 

7,5 ml 

1,5 ml 

1 ml 

50 μl 

10 μl 

3 µl 

Natives Sammelgel (5 %) 

 

 

rH2O  

Rotiphorese
®
 Gel 40 (29:1) 

TRIS-HCl (1 M, pH 6,8) 

10 % (w/v) SDS 

10 % (w/v) APS  

TEMED 

2,185 ml 

375 µl 

380 µl 

30 µl 

30 µl 

3 µl 

6x nativer Probenpuffer  EDTA 

Bromphenolblau 

Glycerol (85 % (v/v)) 

rH2O 

0,186 g 

2,5 mg 

2,5 ml 

2,5 ml 

10x nativer Elektrophoresepuffer  

auf 1x verdünnen 

TRIS-HCl 

Glycin 

250 mM 

1,9 M 

 

3.5.8 Western Blot (Semidry Blot) und Immunodetektion 

Mit Hilfe eines Western Blots können Proteine auf eine Membran transferiert und dort spezi-

fisch mit Antikörpern nachgewiesen werden. Als Primärantikörper wurde ein Antikörper ge-

gen den GST-tag (rabbit-anti-GST) (Tab. 25) der überproduzierten Fusionsproteine einge-

setzt. An den Sekundärantikörper goat-anti-rabbit und an das Streptavidin zur Bindung von 

Biotin war eine Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt, die die Umsetzung von BCIP/NBT 

katalysierte.  

Für das Blotting der Proteine aus einem SDS-Gel oder einem nativen Gel auf eine PVDF-

Membran wurde das Gel nach der Elektrophorese in Friendly Towbin Puffer (Tab. 25) äquili-

briert und auf die in Ethanol äquilibrierte Membran in einem Sandwich aus ebenfalls in 

Friendly Towbin Puffer äquilibrierte Whatman-Paper gelegt. Das Blotting erfolgte bei 10 V 

für 40 bis 45 min (PS304, Biometra). Die PVDF-Membran wurde danach 1 h in Blockie-

rungspuffer (Tab. 25) geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Der Pri-

märantikörper wurde 1:5.000 in Blockierungspuffer verdünnt und die Membran 1 h in dieser 

Antikörperlösung geschwenkt. Nichtgebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Wa-

schen mit Waschpuffer (Tab. 25) für je 10 min entfernt. Es folgte eine Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper (1:5.000 in Waschpuffer) für 30 min. Abschließend wurde die Membran 

viermal für je 20 min in 1x PBS-Tween
®

-20 gewaschen. Die Visualisierung von GST-
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Proteinen und Biotin-markierten Proteinen wurde durch Zugabe einer NBT-/BCIP-

Färbelösung (Tab. 25) erzielt. Sobald die Banden sichtbar wurden, wurde die Färbelösung mit 

rH2O abgespült und die Membran getrocknet. 

 

Tab. 25. Für den Western Blot eingesetzte Puffer und Antikörper. 

Puffer/Antikörper Komponente Menge 

Friendly Towbin Puffer TRIS-HCl (pH 8,5)  

Glycin  

Isopropanol  

25 mM 

192 mM 

5 % (v/v) 

Blockierungspuffer Magermilchpulver 

Tween
®

-20 

Lösungsmittel: 1x PBS 

5 % (w/v) 

0,1 % (v/v) 

Waschpuffer Magermilchpulver 

Tween
®

-20 

Lösungsmittel: 1x PBS 

0,5 % (w/v) 

0,1 % (v/v) 

 

1x PBS-Tween
®

-20 10x PBS 

Tween
®

-20 

10 % (v/v) 

0,1 % (v/v) 

Alkalische-Phosphatase-Puffer 

(APP) 

TRIS-HCl (pH 9,5) 

NaCl 

MgCl2 

100 mM 

100 mM 

5 mM 

Färbelösung für Antikörper mit 

AP 

NBT (Promega) 

BCIP (Promega) 

Lösungsmittel: APP 

0,66 % (v/v) 

0,33 % (v/v) 

Primärantikörper rabbit-anti-GST (Thermo Fisher Scientific) 

Streptavidin-AP (Thermo Fisher Scientific) 

1:5.000 in Blockierungs-

puffer 

Sekundärantikörper goat-anti-rabbit-AP  (Invitrogen) 1:5.000 in Waschpuffer 

 

3.5.9 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 

Ein Electrophoretic Mobility Shift Assay, kurz EMSA, bezeichnet ein Verfahren für den in 

vitro-Nachweis von DNA-Bindeproteinen. Die Methode beruht auf der Tatsache, dass ein 

Protein-DNA-Komplex bei der elektrophoretischen Auftrennung in einem Agarose- oder Po-

lyacrylamidgel langsamer läuft, als ungebundene DNA (Alberts et al., 2002; Hellman und 

Fried, 2007). Folglich wird die Protein-gebundene DNA im Vergleich zur ungebundenen 

DNA sichtbar geshiftet.  

Für das Crh*-Protein wurde bereits gezeigt, dass es an DO1A und DO1B bindet und bei höhe-

ren Konzentrationen ebenfalls an DNA-Abschnitte ohne Operatorsequenzen. Dabei konnten 

keine Protein-DNA-Komplexe durch die Ethidiumbromidfärbung detektiert werden (Koberg 

Diplomarbeit, 2012). Durch Verwendung des SYBR
®

 Safe DNA Gel Stain konnten geringere 

DNA- und Proteinmengen eingesetzt werden und eine höhere Spezifität erreicht werden. Zur 

Überprüfung, ob Coh* wie Crh* eine DNA-Bindefunktion besitzt, wurden die affinitätschro-
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matographisch aufgereinigten Proteine (3.5.4) mit verschiedenen, aus dem TP-J34-

Lysogeniemodul amplifizierten DNA-Abschnitten (Abb. 14), zusammengegeben.  

 

Insgesamt wurden drei verschiedene DNA-Abschnitte aus dem Genom von S. thermophilus 

J34f-2 synthetisiert (PCR-Programm Tab. 11). Der DNA-Abschnitt DO1A umfasste die ge-

samte intergene Region von crh und coh mit den drei postulierten Operatoren O1A, O2 und 

O3. Der DO1B-Abschnitt enthielt den postulierten Operator O1B und der Kontroll-DNA-

Abschnitt DOcrh besaß keine Operatorsequenz. Zusätzlich wurde DO1B mit RsaI verdaut, so-

dass die Fragmente DOcoh und DO1Bcoh gewonnen wurden. Letzteres umfasste den postulier-

ten Operator O1B in der intergenen Region von coh und ant, während DOcoh einen Teil des 

coh-Gens enthielt (Abb. 14). 

Die Proteine Crh* und Coh* wurden in ansteigenden Konzentrationen in 1x PBS mit 4 µl 

eines DNA-enthaltendes Mastermixes (Tab. 27) gemischt und 20 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Der Kontroll-Ansatz enthielt nur die DNA aus dem Mastermix. Nach Ablauf der 

Zeit wurden die Ansätze mit 2 µl 6x Ladepuffer versetzt und über ein natives 6%iges TBE-

Polyacrylamidgel aufgetrennt (50 min bei 200 V, PS304, Biometra) (Tab. 26). Zur Färbung 

wurde SYBR
®

 Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) 1:10.000 in 0,5x TBE-Puffer verdünnt und das 

Polyacrylamidgel mindestens 20 min im Dunkeln darin inkubiert. Im Anschluss folgte die 

Detektion der DNA-Banden durch UV-Licht (Universal Hood II ChemiDoc XRS, Bio-Rad). 

 

Tab. 26. Puffer und natives TBE-Polyacrylamidgel für den EMSA. 

Puffer/Gel Komponente Menge 

10x Bindepuffer (pH 8) Na-HEPES  

K-Glutamat  

Mg-Aspartat  

IGEPALCA-630  

BSA  

1 M  

1 M  

200 mM  

0,022 % (w/v)  

10 mg ml
-1

 

6x Ladepuffer  Bromphenolblau  0,25 % 

Abb. 14. Lokalisierung der EMSA-DNA-Abschnitte im Lysogeniemodul von TP-J34. Die Länge der jeweiligen 

Abschnitte ist in Basenpaaren (bp) angegeben. 
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(Sambrook und Russell, 2001) Xylencyanol FF 

Glycerol  

0,25 % 

30 % 

TBE-Polyacrylamidgel (6 %) rH2O 

Rotiphorese
®
 Gel 40 (29:1) 

10x TBE-Puffer 

10 % (w/v) APS 

TEMED 

7,5 ml 

1,5 ml 

1,0 ml 

50 μl 

10 μl 

10x TBE-Puffer (pH 8) 

 

auf 0,5x verdünnen 

TRIS-HCl 

Borsäure 

EDTA 

1 M 

1 M 

0,02 M 

 

Das Crh*-Protein wurde in einem Ansatz mit 21 nM des DNA-Abschnitts DO1A und 32 nM 

DOcrh als interner Kontrolle inkubiert. Außerdem wurde ein EMSA mit Crh* und dem RsaI-

verdauten DO1B-DNA-Abschnitt durchgeführt. Hier lagen beide Fragmente mit etwa 21 nM 

vor. Das Coh*-Protein wurde mit 32 nM des DO1A- und 20 nM des DO1B-DNA-Abschnitts 

kombiniert. Auch das Rir*-Protein wurde auf seine DNA-Bindefähigkeit getestet, nachdem 

eine Bindung des Proteins mit N-terminalem GST-tag bereits ausgeschlossen wurde (Faulha-

ber Diplomarbeit, 2012). Ebenfalls wurden die Proteine GST-CrhMut und GST-HdiR in auf-

steigenden Konzentrationen mit den DNA-Abschnitten DO1A und DO1B in einem EMSA 

eingesetzt (Tab. 27). 

 

Tab. 27. Pipettierschema der EMSA-Reaktionsansätze mit einem Volumen von 10 µl. 

Ansatz Kontrolle 1 2 3 4 5 

Crh* (µM) 

Coh* (µM) 

Rir* (µM) 

GST-CrhMut (µM) 

GST-HdiR (µM) 

- 

- 

- 

- 

- 

0,24 

5,7 

1,5 

10 

20 

0,95 

7,7 

3 

20 

40 

1,9 

19,1 

6 

- 

80 

2,8 

38,3 

12 

- 

- 

9,5 

76,5 

- 

- 

- 

1x PBS (µl) 6 ad 10 ad 10 ad 10 ad 10 ad 10 

Mastermix (µl) 4 4 4 4  4 4 

Mastermix:  1 µl 10x Bindepuffer, 0,2 – 0,3 pmol DNA, ad 4 µl rH2O 

 

3.5.10 Kompetitionsassay 

Diese Methode dient zur Bestimmung der Spezifität einer Protein-DNA-Bindung sowie zur 

Analyse der Bindungsaffinität eines Proteins zu einer Bindestelle. Weiterhin können Protein-

Protein-Interaktionen mit diesem Assay aufgezeigt werden. Eine konstante Menge markierter 

DNA wird mit einer ebenfalls konstanten Menge des Bindeproteins und ansteigenden Kon-

zentrationen unmarkierter DNA-Kompetitoren zusammengegeben (Vainshtein et al., 2002; 
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Hu et al., 2013). Bindet das Protein an die im Überschuss vorliegende Kompetitor-DNA, 

bleibt die markierte DNA ungebunden.  

Es wurde das Protokoll nach Steinmetzer et al. (2002) in modifizierter Form angewendet. 

Synthetische Oligonukleotide, die jeweils einen postulierten Operator umfassten, wurden als 

Kompetitoren eingesetzt. Vorab wurden die komplementären Oligonukleotide zur Doppel-

strangbildung 1 h bei ihrer spezifischen Schmelztemperatur hybridisiert und dann langsam 

abgekühlt. Mit einer Länge von je 21 bp enthielten sie neben der Operatorsequenz von 15 bp 

Länge zusätzlich jeweils drei endständige Basen (Tab. 28). Konstant 5 µM aufgereinigtes 

Crh*-Protein wurden in den 10 µl-Reaktionsansätzen mit 16 nM DO1B sowie mit je 7,5, 15, 

35, 55 und 75 pmol (entspricht 47-, 94-, 219-, 344- und 469-fachen molaren Überschuss) der 

Kompetitoren ds-O1A, ds-O1B, ds-O2, ds-O3 und ds-O4 20 min bei Raumtemperatur inku-

biert und anschließend über ein natives TBE-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt 

(3.5.9). Zur besseren Vergleichbarkeit der Kompetitionsassays der beiden Repressorproteine 

Crh* und Coh* wurde DO1B mit einer Operator-Bindestelle für Crh* eingesetzt. Von dem 

aufgereinigten Coh*-Protein wurden 15 µM mit 20 nM DO1A und je 50, 100, 200, 400 und 

600 pmol (entspricht 250-, 500-, 1.000-, 2.000- und 3.000-fachen molaren Überschuss) der 

Kompetitoren inkubiert. Der erste Kontroll-Ansatz enthielt nur die DNA aus dem Mastermix, 

während der zweite Kontroll-Ansatz die DNA mit der Proteinmenge, die für einen shift aus-

reichte, umfasste. Im Unterschied zum Protokoll von Steinmetzer et al. (2002) wurden die 

DNA-Abschnitte nicht radioaktiv markiert, sondern im Anschluss der Elektrophorese mit 

SYBR
®

 Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) angefärbt (3.5.9). Als Kontrollen wurden der Kom-

petitor ds-O3x, der mit ds-O3 überlappt, und ds-O4 im 5` Bereich von coh eingesetzt, deren 

Sequenzen ebenfalls einen inverted repeat aufwiesen (Tab. 28). 

 

 

Tab. 28. Übersicht der doppelsträngigen (ds) Kompetitoren für den Kompetitionsassay. 

Kompetitor Primersequenzen Hybridisierung 

ds-O1A ACGTTGAATTTAATTCAAGTT  

TGCAACTTAAATTAAGTTCAA 

1 h bei 48 °C 

ds-O1B AACTTGAATTTAATTCAACTT  

TTGAACTTAAATTAAGTTGAA 

1 h bei 46 °C 

ds-O2 AACTTGAAAAAAAATCAATAA  

TTGAACTTTTTTTTAGTTATT 

1 h bei 44 °C 

ds-O3 ATATAGTAGACTTTACTAATT  

TATATCATCTGAAATGATTAA 

1 h bei 46 °C 

ds-O3x 

 

TACTTGAAAATTAGTAAAGTC 

ATGAACTTTTAATCATTTCAG 

1 h bei 44 °C 

 

ds-O4  TATTTGTAATAAATACAACAT 

ATAAACATTATTTATGTTGTA 

1 h bei 44 °C 
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ds-O1A-O2 AACTTGAAAAAAAATCAATAAAACTATTGACGTTGAATTTAATTCAAGTT 

TTGAACTTTTTTTTAGTTATTTTGATAACTGCAACTTAAATTAAGTTCAA 

1 h bei 41 °C 

 

Zum Interaktionsnachweis von Rir* und Crh* bzw. CrhMut* wurden konstant 1,6 µM Crh* 

bzw. CrhMut* mit 16 nM des DO1B-DNA-Abschnitts und einem 3,75-, 7,5-, 15-, 30- und 45-

fachen molaren Überschuss an Rir* kombiniert. Dabei wurden für Crh* und Rir* drei Ver-

suchsvarianten verwendet, in denen i) alle Komponenten simultan für 20 min inkubiert wur-

den, ii) Crh* mit der DNA 20 min präinkubiert wurde und iii) Crh* und Rir* 20 min präinku-

biert wurden. Die Ansätze wurden, wie unter 3.5.9 beschrieben, analysiert. 

 

3.5.11 Quervernetzung von Proteinen durch Glutaraldehyd  

Die chemische Quervernetzung (crosslinking) von Proteinen ist eine Methode zur in vitro-

Darstellung vorübergehender (transienter) oder dauerhafter Protein-Protein-Interaktionen. Da 

die Mehrheit aller Interaktionen transienter Natur ist, können sie auf diese Weise fixiert und 

unter den denaturierenden Bedingungen einer SDS-PAGE analysiert werden. Das in dieser 

Arbeit eingesetzte Glutaraldehyd verknüpft die Aminogruppen (NH2) der interagierenden 

Proteine kovalent miteinander (Lopez-Gallego et al., 2013).  

Die aufgereinigten Proteine wurden in einem Reaktionsvolumen von 15 µl zusammengegeben 

und vermischt. Die Quervernetzungsreaktion wurde durch Zugabe von 0,005 bis 0,01 % (v/v) 

Glutaraldehyd eingeleitet und nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur durch Hinzufügen 

von 10 % (v/v) 1 M Tris (pH 8) gestoppt. Die Ansätze wurden über eine denaturierende SDS-

PAGE (3.5.6) aufgetrennt.  

 

3.5.12 Markierung von Proteinen mit EZ-Link
®
TFPA-PEG3-Biotin 

Als eine Alternative zur Immunodetektion mit einem Antikörper wurden die Proteine Crh* 

und Rir* mit EZ-Link
®
TFPA-PEG3-Biotin (Thermo Fisher Scientific) markiert, welches eine 

nicht-spezifische, Licht-aktivierte Markierung von Proteinen ermöglicht. Die markierten Pro-

teine bleiben überwiegend reaktiv, da die Biotingruppe relativ klein ist. Durch das hydrophile 

Polyethylenglycol (PEG) bleiben die markierten Proteine zudem wasserlöslich. Ein weiterer 

Vorteil resultiert aus der starken Bindung von Biotin an Streptavidin. 

Zunächst wurde die benötigte Biotinmenge mit Hilfe der Formel aus dem Protokoll des Her-

stellers (Thermo Fisher Scientific) berechnet. 200 bis 300 µl Crh* bzw. Rir* wurden mit EZ-
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Link
®
TFPA-PEG3-Biotin (10 mg ml

-1
 in DMSO) so vermischt, dass etwa ein 20facher mola-

rer Überschuss an Biotin (MW = 664 g mol
-1

) erreicht wurde. Nach einer Inkubation von 2 

min wurden die Ansätze in einer offenen Petrischale auf Eis einer UV-Strahlung (λ = 366 nm) 

ausgesetzt. Die Bestrahlung erfolgte für 10 min bei einem Abstand von 5 cm zur Lampe. An-

schließend wurden die Ansätze 4 h gegen 1x PBS mikrodialysiert (0,45 µm). Der gesamte 

Versuch wurde in einer Dunkelkammer unter Rotlicht durchgeführt. Die markierten Proteine 

wurden bei -80°C gelagert. Sie konnten auf einem Western Blot durch Streptavidin konjugiert 

mit einer Alkalischen Phosphatase (Thermo Fisher Scientific) (Tab. 25) detektiert werden. 

Diese Immunodetektion erfolgte wie bereits für den GST-Antikörper beschrieben (3.5.8). 

 

3.5.13 RecA-Aktivierung und katalytische Reaktionen 

Die Rekombinase RecA aus E. coli ER2502 (2 mg ml
-1

) wurde von der New England Biolabs 

GmbH bezogen. Das multifunktionelle Protein dient als Regulator der SOS-Antwort und wird 

in Gegenwart beschädigter ssDNA und in Abhängigkeit von ATP aktiviert (Abb. 15). In Form 

eines RecA-Nukleofilaments agiert RecA als Co-Protease für die Autoproteolyse verschiede-

ner Proteine, wie dem LexA-Repressor und dem CI-Repressor aus λ. In einem Versuch sollte 

die autoproteolytische Aktivität von RecA auf den Repressor Crh untersucht werden. 

 

Zur RecA-Aktivierung wurde das Protokoll nach Giese et al. (2008) mit wenigen Modifikati-

onen angewendet. Es wurden 10 µM RecA aus E. coli (NEB) bzw. GST-RecA aus S. thermo-

philus J34f-2 mit 1 mM ATP-γ-S (Sigma-Aldrich) und 40 µM Oligonukleotid (20 bis 25 nt) 

in 1x RecA-Puffer (NEB) über Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Kontrolle einer erfolgreichen 

Aktivierung wurden daraus je 2 µM RecA/GST-RecA mit aufgereinigtem GST-LexA bzw. 

GST-HdiR zusammengegeben und 20 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde eine äquivalente 

Menge der aktivierten Proteine allein sowie in Kombination mit GST-Rir und Rir* zu GST-

Abb. 15. Aktivierung von RecA in Gegenwart 

beschädigter (einzelsträngiger) DNA (Bianco et 

al., 1998). 
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Crh und Crh* gegeben und inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze über eine 15%ige 

SDS-PAGE aufgetrennt (3.5.6). 

 

3.5.14 Analyse einer Autoproteolyse induziert durch alkalischen pH-Wert  

Der LexA-Repressor aus E. coli und Phagen-Repressoren, die einer RecA-induzierten Au-

toproteolyse unterliegen, zeigen auch bei alkalischen pH-Werten ab etwa 10,3 eine Autopro-

teolyse (Little, 1984). 

Für die in vitro-Untersuchung einer pH-abhängigen Autoproteolyse des Repressors Crh wur-

den etwa 3 µM GST-Crh (in Elutionspuffer mit pH 8) im Verhältnis 1:1 in 1x PBS mit den 

pH-Werten 4,6, 7,6 und 10,6 gegeben und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschließend wur-

den die Ansätze über eine 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt (3.5.6) und mittels GST-

Antikörpers auf einem Western Blot visualisiert (3.5.8). Als Kontrollen für eine stattfindende 

Autoproteolyse wurden 10 µM GST-LexA und einer nicht-stattfindenden Autoproteolyse 10 

µM GST-RecA mitgeführt. 
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4 Ergebnisse 

Die Ergebnisse zur Charakterisierung der cis- und trans-regulatorischen Elemente im 

Lysogeniemodul des Phagen TP-J34 sind im nachfolgenden Kapitel zusammengefasst. Der 

überwiegende Teil der Ergebnisse der Abschnitte 4.1 bis 4.5 wurde veröffentlicht (Koberg et 

al., 2015).  

 

4.1. Nachweis von Promotoren im Lysogeniemodul von TP-J34 

Zur Bestätigung der postulierten Promotoren P1, Pltp und Pint im Lysogeniemodul von TP-J34 

wurden die Transkriptionsstartpunkte der entsprechenden mRNA-Transkripte mit Hilfe einer 

5`RACE-PCR ermittelt. Zu den vermeintlichen Transkripten zählten das polycistronische crh-

rir-ltp-Transkript sowie das monocistronische Transkript des ltp-Gens und ein Transkript, das 

int umfasst. Die Transkripte wurden in einer vorherigen Arbeit mittels Northern Blot und RT-

PCR detektiert (Mohamed, 2010). Durch Verwendung des RNeasy Mini Kit von QIAGEN 

wurde die Gesamt-RNA aus S. thermophilus J34f-2 isoliert. Da RNA aufgrund ubiquitär vor-

kommender RNasen sehr instabil ist, wurde zunächst die Integrität der RNA auf einem 

1%igen Formaldehyd-Agarosegel überprüft. Ribosomale RNA (rRNA) setzt sich aus der 23S, 

16S und 5S rRNA zusammen, von denen die 23S und die 16S rRNA gut auf dem Gel erkenn-

bar waren (Abb. 16). Die 5S rRNA-Bande war kaum zu sehen. Die Banden waren scharf und 

eine Verunreinigung des Ansatzes mit genomischer DNA konnte ausgeschlossen werden. 

 

Abb. 16. Intakte Gesamt-RNA aus S. thermophilus J34f-2 aufgetrennt durch ein 

Formaldehyd-Agarosegel (1 %). Die obere Bande zeigt die 23S rRNA, die mittlere 

die 16S rRNA und die untere die 5S rRNA. M: RiboRuler
TM

 High Range RNA 

Ladder (Thermo Fisher Scientific). 
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Im Zuge der 5`RACE-PCR wurden zwei PCRs hintereinander durchgeführt, damit ausrei-

chend Produkt für eine Sequenzierung gewonnen werden konnte. Das PCR-Produkt zur Er-

mittlung des 5`-Endes des crh-rir-ltp-Transkripts (nachfolgend als P1-Fragment bezeichnet) 

konnte ausreichend amplifiziert werden. Es wurde aus dem Agarosegel extrahiert und zeigte 

nach Auftrennung durch ein 2%iges Agarosegel eine Größe von etwa 380 bp (Abb. 17, A). 

Die Gewinnung der beiden DNA-Abschnitte Pltp und Pint erwies sich als problematisch, da in 

der ersten PCR nicht genügend Produkt generiert wurde. Erst nach der zweiten PCR konnte 

eine Extraktion der PCR-Produkte erfolgen. Die extrahierten Produkte liefen bei etwa 200 bp 

(Pltp-Fragment) und 80 bp (Pint-Fragment) (Abb. 17, B, C). Die Sequenzierung der PCR-

Produkte erfolgte mit den jeweiligen GSP2 (Tab. 21). 

 

Die Sequenzierungsergebnisse sind in Abbildung 18 dargestellt. Nachdem die 16 Adenin-

Basen (16 x A) des Oligo d(T)-Anchor Primers lokalisiert wurden, konnte der Transkriptions-

startpunkt (+1) als die zweite Base downstream identifiziert werden. Das int-Transkript starte-

te demnach mit einem Thymin (Abb. 18, A) und das ltp-Transkript mit einem Guanin (Abb. 

18, B). Der Transkriptionsstartpunkt des crh-rir-ltp-Transkripts wurde auf ein Thymin festge-

legt (Abb. 18, C).  

 

 

Abb. 17. Produkte der 5`RACE-PCR aufgetrennt durch 2%ige Agarosegele. Bei den DNA-Fragmenten P1, Pltp 

und Pint handelte es sich um Extraktionen aus einem Agarosegel. Die Größe des P1-Fragments entsprach etwa 

380 bp (A) und die des Pltp-Fragments etwa 200 bp (B). Das Pint-Fragment lief im Agarosegel unter 100 bp (C). 

M: DNA Ladder 100 bp plus (AppliChem). 
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Abb. 18. Sequenzierungschromatogramme der 5` RACE-PCR-Produkte zur Ermittlung der Transkriptionsstart-

punkte in 3`→ 5`-Richtung. Sequenz des Pint-Fragments mit dem upstream-Bereich des int-Gens (A). Sequenz 

des Pltp-Fragments mit der 5`UTR des ltp-Gens (B). Sequenz des P1-Fragments mit dem upstream-Bereich des 

crh-Gens (C). Gezeigt sind die 16 Adenin-Basen des Oligo d(T)-Anchor Primers sowie die davon ausgehend 

lokalisierten Transkriptionsstartpunkte (+1). Die Sequenz des Oligo d(T)-Anchor Primers ist in Bild A darge-

stellt. Lokalisierte Transkriptionsstartpunkte der Promotoren Pint, Pltp und P1 im upstream-Bereich der Gene int, 

ltp und crh in 5`→ 3`-Richtung (D). Gezeigt sind die Transkriptionsstartpunkte (+1), sowie die davon ausgehend 

ermittelten -10- und -35-Regionen der Promotoren. Die Ribosomenbindestellen (RBS) und potenziellen Termi-

natorsequenzen (Mohamed, 2010) sind unterstrichen. 
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4.2 Gewinnung von aktiven Proteinen für biochemische Analysen 

Die Gewinnung von TP-J34-, E. coli und S. thermophilus J34f-2-Proteinen zur funktionellen 

und biochemischen Analyse erfolgte durch eine induzierte Überproduktion rekombinanter 

Proteine in E. coli BL21(DE3)-Zellen und eine anschließende Aufreinigung der Proteine aus 

dem Zellextrakt mit Hilfe einer Affinitätschromatographie unter nativen Bedingungen. Die 

Aufreinigung der Proteine Crh* und Rir* (ehemals ORF3*) wurde bereits in vorangegange-

nen Arbeiten erfolgreich durchgeführt (Koberg Diplomarbeit, 2012; Faulhaber Diplomarbeit, 

2012).  

Eine Mutante des Crh-Proteins wurde mit Hilfe einer LDA und dem mutagenen Primer 

´FDGKPL` durch Einfügen von drei Punktmutationen in das crh-Gen in pSK6 gewonnen 

(3.3.7). Das gewonnene Plasmid mit 5.327 bp wurde als pSK6LDA bezeichnet (Abb. 19). 

 

Für die Konstruktion eines Vektors zur coh-Überexpression wurde das entsprechende Gen mit 

Hilfe der Primer ´cro_BamHI_for` und ´cro_EcoRI_rev` aus dem Genom von S. thermophilus 

J34f-2 amplifiziert (Tab. 20). Aus der PCR resultierte ein DNA-Abschnitt mit einer BamHI-

Restriktionsstelle am 5`-Ende und einer EcoRI-Restriktionsstelle am 3`-Ende sowie einer 

Länge von 222 bp (Abb. 20, A). Das PCR-Produkt wurde in die BamHI-/EcoRI-Schnittstelle 

des pGEX-6P-1-Vektors eingefügt und in E. coli BL21(DE3) transformiert. Das aus den 

Transformanten gewonnene Konstrukt wurde durch eine Sequenzierung mit den Klonierungs-

primern als pBSKcro mit einer Größe von 5.185 bp verifiziert (Abb. 20, B).  

Abb. 19. Erzeugung von Punktmutationen im crh-Gen des Plasmids pSK6 durch eine LDA. Das Produkt der 

LDA (A1) zeigte auf einem Agarosegel (0,8 %) das für eine LDA typische Bandenmuster und das gewonne 

Plasmid pSK6LDA (A2), dessen Plasmidkarte in B gezeigt ist, wies nach Auftrennung im Agarosegel die glei-

che Größe auf wie das Ausgangsplasmid pSK6 (A3). M: DNA Ladder 1 kb (AppliChem). 
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Das recA-Gen aus dem Genom von S. thermophilus J34f-2 wurde mit Hilfe der Primer 

´recA_BamHI.2` und ´recA_NotI`, die anhand des recA-Gens aus S. thermophilus LMD-9 

designed worden, gewonnen (Tab. 20). Das 1.173 bp große PCR-Produkt (Abb. 21, A) wurde 

in die BamHI- und NotI-Schnittstelle von pGEX-6P-1 ligiert und es wurde pGEXrecA gebil-

det (Abb. 21, B).  

Abb. 21. Konstruktion von pGEXrecA. Die Größe von 1.173 bp wurde für das recA-Gen aus S. thermophilus 

J34f-2 durch Auftrennung in einem 0,8%igen Agarosegel bestätigt (A1). Es wurde mit den BamHI- und NotI-

Schnittstellen von pGEX-6P-1 ligiert. Das resultierende pGEXrecA (A2) lief im Agarosegel deutlich langsamer, 

als das Leerplasmid pGEX-6P-1 (A3). Die Plasmidkarte von pGEXrecA (6.101 bp) ist in B dargestellt. M: DNA 

Ladder 1 kb (AppliChem).                            

 

Abb. 20. Klonierungsstrategie zur Konstruktion von pBSKcro. Das coh-PCR-Produkt (222 bp) wurde aus dem 

Prophagengenom in S. thermophilus J34f-2 generiert und über eine 2%ige Agarose-Gelelektrophorese aufge-

trennt (A1). Das verdaute PCR-Produkt wurde in die BamHI- und EcoRI-Schnittstellen von pGEX-6P-1 (A3) 

ligiert, wodurch pBSKcro mit einem langsameren Laufverhalten im Agarosegel entstand (A2). Die Plasmidkarte 

von pBSKcro (5.185 bp) ist in B dargestellt. M: 100 bp DNA Ladder (NEB); MI: GeneRuler
TM

 DNA Ladder Mix 

(Thermo Fisher Scientific). 



 

61 

 

 Ergebnisse                                             Dissertation Sabrina Koberg 

Zur Konstruktion von pGEXlexA (5.767 bp) wurde das 627 bp große PCR-Produkt (Abb. 22, 

A) durch die Primer ´lexA_BamHI_f` und ´lexA_HindIII_r` aus dem Genom von E. coli BL21 

(DE3) amplifiziert und in die BamHI- und HindIII-Schnittstellen von pSK6 ligiert (Abb. 22). 

 

Das hdiR-Gen aus S. thermophilus J343f-2 wurde mit Hilfe der Primer ´hdiR_BamHI_f` und 

´hdiR_pGEX_NotI` (Tab. 20), die anhand des hdiR-Gens von S. thermophilus LMD-9 ge-

wählt wurden, amplifiziert. Das PCR-Produkt mit einer Größe von 692 bp (Abb. 23, A) wurde 

in die BamHI- und NotI-Schnittstellen von pGEX-6P-1 gesetzt, sodass pGEXhdir mit 5.651 

bp entstand (Abb. 23, B). 

Abb. 23. Konstruktion von pGEXhdiR. Die Größe von 692 bp wurde für das hdiR-PCR-Produkt durch Auftren-

nung in einem 0,8%igen Agarosegel bestätigt (A1). Nach BamHI- und NotI-Verdau wurde es mit den entspre-

chenden Schnittstellen von pGEX-6P-1 ligiert. Das entstandene pGEXhdiR (A2), dessen Plasmidkarte (5.651 

bp) in B gezeigt ist, wies ein langsameres Laufverhalten als pGEX-6P-1 (A3) auf. Der Verdau von pGEXhdiR 

mit BamHI und NotI schnitt ein dem hdiR-PCR-Produkt entsprechendes Stück heraus (A4). M: DNA Ladder 1 

kb (AppliChem).                      

Abb. 22. Konstruktion von pGEXlexA. Das lexA-Gen zeigte auf einem Agarosegel die richtige Größe von 627 

bp (A1) und wurde mit den BamHI- und HindIII-Schnittstellen von pSK6 ligiert. Das entstandene pGEXlexA 

(A2), dessen Plasmidkarte (5.767 bp) in B gezeigt ist, wies ein langsameres Laufverhalten als pGEX-6P-1 (A3) 

im Agarosegel auf. M: DNA Ladder 1 kb (AppliChem).                      
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Nach Etablierung der Expressionskonstrukte in E. coli BL21(DE3) wurden 500 ml dieser 

Kultur mit 0,1 mM IPTG induziert und bis zu 5 h bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Vor der In-

duktion wurde 1 ml Kultur und nach je einer Stunde eine entsprechende Zellmenge gemessen 

an der OD585 abgenommen. Die Analyse der Zellproben mit einer 12%igen SDS-PAGE zeig-

te, dass die Überproduktion der Fusionsproteine in E. coli erfolgreich war. Die Protein-

Überproduktion war anhand einer Bande in den Zellextrakten induzierter E. coli-Zellen zu 

erkennen, die in den Extrakten vor der Induktion nicht oder in sehr geringer Konzentration 

auftauchte (Abb. 24, Stern). Die Menge der produzierten Proteine GST-Crh (A), GST-Rir (B) 

und GST-Coh (C) blieb in den 1 bis 3 h nach der Induktion ungefähr konstant. Zur Überprü-

fung einer Überproduktion der rekombinanten Proteine GST-RecA (D), GST-LexA (E), GST-

HdiR (F) und GST-CrhMut (G) wurden nur die Zellextrakte 1 h nach der Induktion analysiert. 

Die Proteinbanden besaßen die Größe der jeweiligen Proteine zuzüglich des GST-tags mit 26 

kDa. 

 

Abb. 24. Überproduzierte Fusionsproteine GST-Crh (A), GST-Rir (B), GST-Coh (C), GST-RecA (D), GST-

LexA (E), GST-HdiR (F) und GST-CrhMut (G) in E. coli BL21(DE3)-Zellextrakten aufgetrennt durch eine 

12%ige SDS-PAGE. Die Zellextrakte der für 1 bis 3 h mit 0,1 mM IPTG induzierten E. coli wiesen das überpro-

duzierte Fusionsprotein (Stern) auf, das in den Extrakten der nicht-induzierten Zellen (-) nur schwach auftauchte. 

M: Protein Marker VI (AppliChem). 
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Die Aufreinigung der überproduzierten Fusionsproteine aus den E. coli-Zellextrakten erfolgte 

durch eine Säulenaffinitätschromatographie. Die Fusionsproteine blieben beim Durchlaufen 

der Säule an der Matrix gebunden, erkennbar durch Vergleich der Spuren mit Lysat (L) und 

Durchlauf (D) am Beispiel von GST-Crh (Abb. 25). Je nach Bedarf wurden die GST-Proteine 

von der Säule eluiert (Abb. 26) oder der GST-tag von den Proteinen abgespalten (Abb. 25 

und 27).  

 

GST-Crh wies nach Aufreinigung aus dem Zellextrakt eine Größe von rund 40 kDa (Abb. 26, 

A), GST-Rir eine Größe von 41 kDa (B), GST-RecA eine Größe von rund 65 kDa (C), GST-

LexA eine Größe von 43 kDa (D), GST-HdiR eine Größe von 53 kDa (E) und GST-CrhMut 

eine Größe von 40 kDa (F) auf. GST-Coh wurde direkt vom GST-tag abgespaltet und besaß 

im induzierten Zellextrakt eine Größe von etwa 34 kDa (Abb. 24, C). Die Laufhöhe der Prote-

ine in der SDS-PAGE stimmten etwa mit der theoretischen Größen der Proteine, die mit Hilfe 

von ProtParam (ExPASy) (Tab. 29) bestimmt wurden, überein. Nur GST-LexA zeigte eine 

deutliche Abweichung zur berechneten Größe. In den Eluaten der Fusionsproteine waren zum 

Teil mehrere, niedermolekular laufende Proteinbanden zu erkennen. Besonders bei GST-Rir 

und GST-LexA traten diese auf, während bei GST-Crh und GST-CrhMut nur eine Bande un-

mittelbar kleiner dem Fusionsprotein und bei GST-RecA drei bis vier Banden auftauchten 

(Abb. 26), die zum Teil auch durch den GST-Antikörper detektiert wurden (Abb. 65, An-

hang). 

 

Abb. 25. Aufreinigungsschritte des Crh*-Proteins analysiert über eine 15%ige SDS-PAGE. Der Zellextrakt (Ly-

sat = L) enthielt das Fusionsprotein GST-Crh (Pfeil), das im Durchlauf (D) infolge der Bindung an die Säule ver-

schwand.  Nach einer Übernacht-Inkubation mit der PreScission
TM

 Protease wurde Crh* mit 1x PBS eluiert und 

in 6 Fraktionen à 500 µl aufgefangen, von denen je 10 µl aufgetragen wurden (E1 bis E6). Im letzten Schritt wur-

de die vom Protein abgespaltene GST (26 kDa) mit Elutionspuffer von der Säule gewaschen (EGST). M: Protein 

Marker VI (AppliChem). 
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Durch Abspaltung des GST-tags gewonnene Proteine wurden mit einem Stern (*) gekenn-

zeichnet, da sie am N-terminalen Ende fünf Aminosäuren (´GPLGS`) aus der Spaltstelle der 

PreScission
TM

 Protease
 
trugen (Aminosäuresequenzen s. Abb. 64, Anhang). Bedingt durch 

die zusätzlichen Aminosäuren stieg die Größe der Proteine um etwa 0,4 kDa. Das Crh*-

Protein ordnete sich im Gel bei etwa 15 kDa ein (Abb. 27, A), das Rir*-Protein bei etwa 13 

kDa (B) und das Coh*-Protein bei etwa 8 kDa (C). CrhMut* wies die gleiche Laufhöhe wie 

Crh* auf (D), das wiederum ein höheres Laufverhalten als Rir* zeigte, während GST-Crh auf 

etwa gleicher Höhe wie GST-Rir lief (Abb. 26). In den Eluaten von Rir* wurden mehrere 

niedermolekulare Proteine detektiert (Abb. 27, B). Die aufgereinigten Proteine wurden für 

verschiedene in vitro-Versuche eingesetzt. Da der GST-tag weder die Aktivität von RecA aus 

S. thermophilus J34f-2 noch die Spaltung von LexA und HdiR beeinflusste, wurde er nicht 

abgespalten. 

 

 

Abb. 26. Eluate 1 bis 4 (E1-E4) der rekombinanten Proteine GST-Crh (A), GST-Rir (B), GST-RecA (C), GST-

LexA (D), GST-HdiR (E) und GST-CrhMut (F) aufgetrennt über eine 12%ige SDS-PAGE. Die Proteine wurden 

nach dem Waschen der Säule mit Elutionspuffer von der Säule eluiert. Die Eluate wurden à 500 µl aufgefangen 

und jeweils 10 µl auf das Gel aufgetragen. M: Protein Marker VI (AppliChem); MI: Roti
®

-Mark Standard (Carl 

Roth).  
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4.3 Bioinformatische Analyse der aufgereinigten Proteine 

Die in der folgenden Tabelle 29 aufgeführten physikalischen und chemischen Parameter der 

aufgereinigten Proteine wurden mit Hilfe des Programms ProtParam (ExPASy) (Wilkins et 

al., 1999) ermittelt. 

 

Tab. 29. Physikalische und chemische Parameter der aufgereinigten Proteine (ProtParam). 

Protein Molekulargewicht (kDa) Aminosäuren isoelektrischer Punkt (pI) 

Crh* 13,7 121 5,15 

CrhMut* 13,7 121 5,48 

GST-Crh 40,1 352 5,55 

GST-CrhMut 40,1 352 5,67 

Coh* 8,0 72 8,90 

Rir* 15,2 122 5,22 

GST-Rir 41,6 353 5,48 

GST-RecA 68,3 615 5,21 

GST-LexA 49,2 433 5,95 

GST-HdiR 53,2  460 5,04 

 

Abb. 27. Eluate 1 und 2 (E1 und E2) der Proteine Crh* (A), Rir* (B), Coh* (C) und CrhMut* (D) nach Entfer-

nung des GST-tags durch die PreScission
TM

 Protease aufgetrennt durch eine 15%ige SDS-PAGE. In dem Eluat 

E2 von Rir* sind zwei niedermolekulare Produkte zu erkennen. Es wurden jeweils 10 µl der 500 µl-Fraktionen 

aufgetragen. M: Protein Marker VI (AppliChem). 
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Das mittels LDA (3.3.7.) erzeugte Plasmid pSK6LDA trug drei Punktmutationen im crh-Gen 

(T283G, G289C, C295G), die zu einer Transversion von ´FDGKPL` zu ´VDRKAL` in der 

Aminosäuresequenz von CrhMut führten (Abb. 28, A). Auf die Sekundärstruktur hatten die 

Mutationen keinen Einfluss (Abb. 28, B). 

  

Die bis dato unbekannten Sequenzen des RecA-homologen Gens und des hdiR-Gens aus S. 

thermophilus J34f-2 konnten durch Sequenzierung der Plasmidinserts in pGEXrecA (Abb. 

21) und pGEXhdiR (Abb. 23) bestimmt werden. Das recA-Gen aus S. thermophilus J34f-2 

glich in seiner Nukleotidabfolge zu 100 % dem recA-Gen aus S. thermophilus LMG 18311 

und zu 99 % denen aus den Stämmen CS8, S9, ND03. Das Protein besaß die gleiche Amino-

säureabfolge wie die RecA-Proteine aus S. thermophilus LMG 18311, ND03 und MN-ZLW-

002. HdiR entsprach in seiner Nukleotidabfolge zu 99 % (1-2 Basen Abweichung) den Genen 

aus anderen S. thermophilus Stämmen (beides Abb. 63 im Anhang). Das HdiR-Protein wies 

die gleiche Aminosäuresequenz wie die Proteine aus den S. thermophilus Stämmen CS8, S9, 

CNRZ1066 und LMG18311 auf. 

Abb. 28. Aminosäuresequenzen-Alignment (Clustal Omega) (A) und postulierte Sekundärstrukturen der Proteine 

Crh und CrhMut (PSIPRED) (B). Die drei Punktmutationen in CrhMut sind gelb markiert. 
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4.4 Lokalisierung von Repressorbindestellen im Lysogeniemodul von 

 TP-J34 

Die Proteine Crh*, Coh* und Rir* wurden auf ihre DNA-Bindefunktion mit Hilfe von EMSA 

und Kompetitionsassays untersucht. Für die Versuche wurden die aufgereinigten Proteine mit 

verschiedenen DNA-Abschnitten aus dem Lysogeniemodul kombiniert. Bevor die PCR-

Produkte DO1A, DO1B, DOcrh, DO1Bcoh und DOcoh für einen EMSA eingesetzt wurden, 

wurde ihre richtige Größe durch Auftrennung mit einem Agarosegel bestätigt (Abb. 29, oben). 

Anschließend wurden die PCR-Produkte aufgereinigt und die DNA-Konzentrationen be-

stimmt. In einem EMSA mit 21 nM DO1A und 32 nM DOcrh kombiniert mit ansteigenden 

Crh*-Konzentrationen (0 bis 9,5 µM) war zu erkennen, dass DO1A mit drei postulierten Ope-

ratoren auf mehrere Höhen geshiftet wurde, während der Kontroll-DNA-Abschnitt DOcrh un-

gebunden blieb (Abb. 29, A). Insgesamt wurden vier Protein-DNA-Komplexe (I bis IV) un-

terschiedlicher Größe gebildet, die als undeutlicher Schmier auftraten. Im Ansatz mit 0,24 µM 

Crh* war der erste Komplex (I) erkennbar und im Ansatz mit 2,8 µM Crh* wurde die gesamte 

DO1A-DNA durch das Crh*-Protein gebunden. Ab hier trat auch ein höher laufender Kom-

plex (II) auf. Bei einer Konzentration von 9,5 µM Crh* tauchten zwei noch größere Protein-

DNA-Komplexe (III und IV) auf. In dem zweiten EMSA wurde das Crh*-Protein mit DNA-

Abschnitten kombiniert, die aus dem RsaI-Verdau des DO1B-PCR-Produkts stammten (Abb. 

29, B). Die gebildeten Fragmente DO1Bcoh und DOcoh lagen mit jeweils 21 nM in den Reakti-

onsansätzen vor. Wie im ersten Assay wurde nur der DNA-Abschnitt mit einer postulierten 

Operatorsequenz gebunden, wohingegen DOcoh ohne bekannte Operatorsequenz nicht gebun-

den wurde. Im Unterschied zum ersten Assay wurde ab einer Crh*-Konzentration von 0,24 

µM ein deutlich erkennbarer Protein-DNA-Komplex (I) gebildet, der bis zur Crh*-

Höchstkonzentration erkennbar war. Bei dieser Konzentration erschien ein weiterer, größerer 

Protein-DNA-Komplex (II). Das Coh*-Protein wurde in einem EMSA mit 32 nM DO1A und 

20 nM DO1B (Abb. 29, C und D) getestet. Das Protein konnte lediglich DO1A binden, wobei 

ein einziger Protein-DNA-Komplex (I) als Schmier gebildet wurde (Abb. 29, C). Da DO1B 

ungebunden blieb, mussten keine weiteren DNA-Abschnitten im Zusammenhang mit Coh* 

untersucht werden. In einem EMSA mit GST-Rir (ehemals GST-ORF3) wurde gezeigt, dass 

die putative Zink-Metalloprotease mit einem N-terminalen GST-tag nicht an die DNA im TP-

J34-Lysogeniemodul bindet (Faulhaber Diplomarbeit, 2012). Um eindeutig eine DNA-

Bindefunktion ausschließen zu können, wurde ein EMSA mit dem Rir*-Protein ohne GST-tag 

wiederholt. Das Rir*-Protein zeigte keine DNA-Bindeaktivität (Abb. 29, E und F).  
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Abb. 29. EMSA zur Ermittlung der DNA-Bindeaktivität von Crh*, Coh* und Rir*. Die affinitätschromatogra-

phisch aufgereinigten Proteine wurden in ansteigenden Konzentrationen für 20 min mit verschiedenen DNA-

Abschnitten aus dem TP-J34-Lysogeniemodul (oben) inkubiert und durch eine 6%ige, native PAGE aufgetrennt 

(unten). Als Kontrolle dienten die DNA-Abschnitte DOcrh und DOcoh ohne Operatorsequenzen. Crh* (0 bis 9,5 

µM) mit 21 nM DO1A und 32 nM DOcrh. (A). Crh* (0 bis 9,5 µM) mit 21 nM DO1Bcoh und 21 nM DOcoh (B). 

Coh* (0 bis 76,5 µM) mit 32 nM DO1A (C). Coh* (0 bis 76,5 µM) mit 20 nM DO1B (D). Rir* (0 bis 12 µM) 

mit 21 nM DO1A (E). Rir* (0 bis12 µM) mit 21 nM DO1B (F). - DNA ohne Protein. I bis IV: putative Protein-

DNA-Komplexe. M: DNA Ladder 100 bp plus (AppliChem). 
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In einem EMSA mit bis zu 80 µM GST-HdiR wurde weder DO1A noch DO1B gebunden 

(Abb. 30, A). Die Mutation in GST-CrhMut verhinderte nicht die Bindung des Proteins an 

DO1A (Abb. 30, B). 

 

Im nächsten Schritt sollten die Bindestellen (Operatoren) in den intergenen Regionen von crh 

und coh bzw. coh und ant genau lokalisiert werden. Dazu wurden Kompetitionsassays mit 21 

bp langen, hybridisierten Oligonukleotiden angewendet (Tab. 28). Alle Kompetitoren (ds-

O1A, ds-O1B, ds-O2 und ds-O3) konnten bei Crh* mit dem DO1B-DNA-Abschnitt konkur-

rieren (Abb. 31, a bis c). Zu erkennen war dies an der ungebunden vorliegenden DNA bei 

ansteigenden Kompetitor-Konzentrationen wie sie im Kontroll-Ansatz ohne Protein (-) vor-

lag. Weiterhin ergaben die Assays, dass die Affinität von Crh* zu O1A bzw. O1B größer war, 

als die zu O2 und O3. Erkennbar war dies daran, dass ds-O1A bzw. ds-O1B schon mit etwa 

750 µM (40facher molarer Überschuss) das Protein abfangen konnten, während es bei ds-O2 

und ds-O3 erst bei etwa 1,5 nM (75facher molarer Überschuss) dazu kam. Als Kontrolle, dass 

es sich bei der Bindung von Crh* um spezifische Bindungen handelt, wurden bis zu 400 pmol 

(40 nM) der Kompetitoren ds-O3x (Daten nicht gezeigt) und ds-O4 eingesetzt, die nicht von 

Crh* gebunden wurden (Abb. 31, g). Im Assay mit Coh* konnte nur der Kompetitor O3 das 

Protein abfangen (Abb. 31, d).  

 

Abb. 30. EMSA zur Ermittlung der DNA-Bindeaktivität von GST-HdiR (A) und GST-CrhMut (B). Die affinitäts-

chromatographisch aufgereinigten Proteine wurden in ansteigenden Konzentrationen für 20 min mit den DNA-

Abschnitten DO1B und DO1A aus dem TP-J34-Lysogeniemodul inkubiert und durch eine 6%ige, native PAGE 

aufgetrennt. Es wurden 0 bis 80 µM GST-HdiR mit 20 nM DO1B bzw. DO1B (A) und 0 bis 20 µM GST-CrhMut 

mit 20 nM DO1A zusammengegeben (B). - DNA ohne Protein. 
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Um die Vermutung einer kooperativen Bindung des Repressors Crh an die Operatoren O1A 

und O2 zu bestätigen, wurden zwei Kompetitionsassays mit Crh* und den Kompetitoren ds-

O1A und ds-O2 sowie dem Kompetitor ds-O1A-O2 durchgeführt. In dem Assay mit dem 

kombinierten Kompetitor ds-O1A-O2 (Abb. 32, rechts) wurde Crh* früher abgefangen als in 

dem Assay mit den beiden einzeln vorliegenden Kompetitoren (Abb. 32, links). Von ds-O1A-

O2 reichten etwa 3,75 pmol (375 µM) aus, während von ds-O1A und ds-O2 etwa 15 pmol 

(1,5 nM) benötigt wurden um eine sichtbare Kompetition hervorzurufen. Dieses wurde auch 

durch ein früher auftretendes Auflösen der Crh*-DNA-Komplexe mit dem Kompetitor ds-

O1A-O2 sichtbar. 

Abb. 31. Kompetitionsassays zur Ermittlung und Lokalisierung der Repressor-Bindestellen (Operatoren) im 

Lysogeniemodul des TP-J34-Phagen. Es wurden konstant 20 nM DO1B mit 5 nM Crh*-Protein und ansteigen-

den Kompetitor-Mengen (0 bis 75 pmol) kombiniert bzw. 20 nM DO1A mit 15 nM Coh*-Protein und 0 bis 600 

pmol der Kompetitoren. Die Sequenzen der doppelsträngigen Kompetitoren mit je 21 bp Länge sind angegeben. 

Sie umfassten je eine postulierte Operatorstelle von 15 bp, die durch die Pfeile dargestellt ist. Kompetitionsassay 

des Crh*-Proteins mit DO1B und Kompetitor ds-O3 (a), Kompetitor ds-O2 (b) und Kompetitor ds-O1A (c). 

Kompetitionsassay des Coh*-Proteins mit DO1A und Komeptitor ds-O3 (d), Kompetitor ds-O2 (e) und Kompe-

titor ds-O1A (f). Als Kontroll-Kompetitor für Crh* wurden bis zu 400 pmol ds-O4 eingesetzt (g). Kontrollen: - 

DNA ohne Protein; + DNA mit Protein, ohne Kompetitor. 
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Zusammenfassend konnten mit den Ergebnissen der EMSA und Kompetitionsassays folgende 

Aussagen getroffen werden: Das Crh*-Protein bindet in der intergenen Region von crh und 

coh an die Operatoren O1A, O2 und O3 sowie in der von coh und ant an O1B. Das Coh*-

Protein bindet nur an Operator O3 in der Region zwischen crh und coh. Rir* und GST-HdiR 

besitzen keine DNA-Bindefunktion, während die Bindung von GST-CrhMut an DO1A durch 

die Mutation nicht beeinflusst wird. 

 

 

4.5 Interaktionsanalyse der Proteine Crh* und Rir* 

Die in einem Operon kodierten Proteine Crh und Rir wurden näher auf ihre Interaktion hin 

untersucht. Dabei wurden verschiedene Verfahren zur Aufdeckung von Protein-Protein-

Interaktionen eingesetzt. Hierzu zählten Kompetitionsassays, Quervernetzungen mit Glutaral-

dehyd und eine Auftrennung der Proteine mit Hilfe einer nativen Polyacrylamid-

Gelelektrophorese.  

In einem Kompetitionsassay mit GST-Rir (ehemals GST-ORF3) als Kompetitor wurde die 

DNA-Bindung von Crh* gehemmt (Koberg Diplomarbeit, 2012; Faulhaber Diplomarbeit, 

2012). Zur weiteren Analyse wurde ein Kompetitionsassay mit den tag-freien Proteinen Crh* 

und Rir* und drei verschiedenen Versuchsbedingungen durchgeführt (Abb. 33). Rir* inhibier-

te die DNA-Bindung von Crh*, wenn beide Proteine gleichzeitig mit 15 nM der DNA 

Abb. 32. Kooperative Bindung des Crh*-Proteins an die Operatoren O1A und O2 gezeigt durch einen Kompeti-

tionsassay mit den Kompetitoren ds-O1A und ds-O2 (links) sowie dem kombinierten Kompetitor ds-O1A-O2 

(rechts). Es wurden konstant 6 µM Crh*-Protein und 20 nM DO1B mit ansteigenden Mengen (3,75 bis 55 pmol) 

der Kompetitoren zusammengegeben und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Analyse der Reaktionen 

erfolgte durch eine native TBE-PAGE (6%). Die Sequenz des Kompetitors ds-O1A-O2 ist unterhalb des Assays 

angegeben. 



 

72 

 

 Ergebnisse                                             Dissertation Sabrina Koberg 

(DO1B) zusammengeführt wurden (Abb. 33, A). 1,6 µM Crh*-Protein konnten keinen sicht-

baren Shift wie im Kontrollansatz (+) hervorrufen. Ein vierfacher Überschuss an Rir* gegen-

über Crh* reichte aus, um die Bindung zu verhindern. Wurde Crh* mit DO1B für 20 min 

präinkubiert, bevor das Rir*-Protein dazugegeben wurde, konnten die gebildeten Crh*-

DO1B-Komplexe nicht durch Rir* aufgelöst werden (Abb. 33, B). Im gesamten Assay lag die 

DNA wie im Kontrollansatz (+) durch Crh* gebunden vor. Genau wie eine simultane Zu-

sammenführung aller Komponenten verhinderte auch die Präinkubation von Crh* und Rir* 

für 20 min eine DNA-Bindung durch Crh* (Abb. 33, C). In einem weiteren Kompetitionsas-

say wurde die inhibierende Wirkung von Rir* auf die DNA-Bindung der Mutanten CrhMut* 

untersucht. Hier konnte ein etwa 20facher molarer Überschuss von Rir* gegenüber Crh* kei-

ne Hemmung hervorrufen (Abb. 33, D). Die DNA-Bindung von Coh* wurde nicht durch Rir* 

beeinflusst (Daten nicht gezeigt).  

 

In einem Quervernetzungsansatz mit Glutaraldehyd wurde die Interaktion zwischen GST-Rir 

und Crh* sowie GST-Rir und Coh* analysiert (Abb. 34). GST bildet bekanntermaßen selbst 

Dimere (Rufer et al., 2005), die bei 0,01 % Glutaraldehyd zur Bildung schwach erkennbarer 

Oligomere von GST-Rir führten. Zwischen GST-Rir und Coh* konnte bei dieser Glutaralde-

Abb. 33. Interaktionsanalyse der Proteine Crh* bzw. CrhMut* und Rir* durch einen Kompetitionsassay. Konstant 

1,6 µM Crh* und 15 nM DO1B wurden mit ansteigendenen Rir*-Konzentrationen (6,1 bis 61 µM) inkubiert. Es 

wurden verschiedene Versuchsvarianten gewählt, in denen Crh* und Rir* simultan zur DNA gegeben wurden 

(A), Crh* und die DNA 20 min präinkubiert wurden, bevor Rir* hinzugefügt wurde (B) und eine Präinkubation 

von Crh* und Rir* erfolgte, bevor die DNA zugegeben wurde (C). In einem weiteren Assay wurden konstant 1,6 

µM CrhMut* mit ansteigendenen Rir*-Konzentrationen (5,2 bis 41,6 µM) inkubiert (D). Die Analyse der Reakti-

onen erfolgte durch eine native TBE-PAGE (6%). Die DNA wurde mit SYBR
®

 Safe DNA Gel stain (Invitrogen) 

visualisiert. 
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hyd-Konzentration keine Komplexbildung detektiert werden. Im Ansatz mit Crh* reichten 

hingegen 0,005 % Glutaraldehyd aus, um GST-Rir und Crh* zu Oligomeren mit einer Lauf-

höhe von etwa 55 kDa und 110 kDa zu verknüpfen. Erkennbar war, dass die GST-Rir-

Monomere (41 kDa) in den Ansätzen mit Crh* größtenteils verschwanden und höher organi-

sierte Komplexe auftauchten. Der N-terminale GST-tag hinderte Rir nicht an einer Interaktion 

mit dem Repressor. 

 

 

Um auszuschließen, dass GST für die Oligomerisierung verantwortlich ist, wurde eine 

Glutaraldehyd-Quervernetzung von Biotin-markiertem Rir* und Coh* sowie Crh* analysiert. 

Auch hier konnten 0,005 % Glutaraldehyd Rir* und Crh* zu einem etwa 29 kDa- und 58 

kDa-Komplex verknüpfen, während Rir* allein und in Kombination mit Coh* bei dieser 

Glutaraldehyd-Konzentration keine Oligomere bildete (Abb. 35).  

 

 

 

 

 

Abb. 34. Quervernetzung von GST-Rir mit Coh* und Crh* durch 0,01 und 0,005 % Glutaraldehyd analysiert 

über einen Western Blot. Die Ansätze wurden über eine 12%ige SDS-PAGE aufgetrennt und dann geblottet. Die 

Detektion von GST-Rir erfolgte mit einem GST-Antikörper. Postulierte Komplexe sind mit ihrer Größe in kDa 

anngegeben. M: Protein Marker VI (AppliChem). 
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Eine native PAGE wurde eingesetzt, um das natürliche Verhalten von Crh*, Biotin-

markiertem Crh* und GST-Rir bzw. Rir* zu analysieren. Auf diese Weise konnten Komplex-

bildungen von GST-Rir mit Crh* bzw. Rir* mit Biotin-markiertem Crh* sichtbar gemacht 

werden. Der putative Komplex zwischen GST-Rir und Crh erstreckte sich über einen Bereich 

von etwa 64 bis 74 kDa (Abb. 36, A). Biotin-markiertes Crh* konnte nach Blotten des nativen 

Gels bei etwa 49 kDa detektiert werden, während es in Kombination mit Rir* bei über 63 kDa 

lief (Abb. 36, B). 

Abb. 36. Interaktionsanalyse der Proteine Crh* und GST-Rir (A) sowie Crh* (Biotin-markiert) und Rir* (B) 

analysiert durch eine 10%ige native PAGE und im Fall von (B) geblottet. Crh* (A1) wurde mit GST-Rir (A2) 20 

min inkubiert und dann über eine native PAGE aufgetrennt (A3). Biotin-markiertes Crh* allein (B1) und nach 

Inkubation mit Rir* (B3) wurde auf einem Blot mit Streptavidin-AP detektiert. Nicht-markiertes Rir* wurde in 

Spur B2 aufgetragen. M: Protein Marker VI (AppliChem). 

Abb. 35. Quervernetzung des Rir*-Proteins (Biotin-markiert) mit Coh* und Crh* durch 0,005 und 0,01 % (v/v) 

Glutaraldehyd auf einem Western Blot mit Streptavidin-AP detektiert. Die Ansätze wurden über eine 12%ige 

SDS-PAGE aufgetrennt und dann geblottet. Postulierte Protein-Protein-Komplexe sind mit ihrer Größe in kDa 

anngegeben. M: Protein Marker VI (AppliChem). 
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4.6 Auswirkung einer rir-Überexpression in S. thermophilus J34f-2  

Zur Ermittlung der Funktion des Rir-Proteins bei der TP-J34-Induktion wurde ein Konstrukt 

auf Basis des pMG36e-Vektors hergestellt. Die konstitutive Expression des rir-Gens durch 

den starken P32-Promotor ermöglichte eine in vivo-Funktionsanalyse. Mit den Primern 

´orf3_SacI_fw` und ´orf3 HindIII.R` wurde ein 444 bp großes rir-PCR-Produkt mit SacI- und 

HindIII-Erkennungssequenzen amplifiziert (Abb. 37, A) und in die entsprechenden Stellen 

des shuttle-Vektors pMG36e ligiert, sodass pSK10 mit einer Größe von 3.998 bp (Abb. 37, B) 

entstand. Etabliert wurde pSK10 in L. lactis Bu2-60 und dann in die S. thermophilus J34-

Derivate f-2 und 12f transformiert.  

 

Nachdem die J34f-2[pSK10]-Zellen von der Selektionsplatte in thLM17 mit 5 µg ml
-1

 Eryth-

romycin angeimpft wurden und über Nacht durchwuchsen, zeigten sie in der zweiten Passage 

eine Lysekurve (Abb. 38, A). Dabei stiegen sie nach dem Animpfen und einer Inkubation bei 

40 °C bis zu einer OD620 ~1,2 an und fielen innerhalb von fünf Stunden auf OD620 ~0,25 ab. 

Zum Vergleich wuchs die Leerplasmid-tragende f-2[pMG36e]-Kultur exponentiell bis zu ei-

ner stationären Phase mit einer OD620 ~1,6 an. Der Stamm 12f[pSK10] zeigte im Vergleich 

zum Leerplasmid-tragenden Stamm 12f[pMG36e] ein etwas langsameres Wachstum. Durch 

spotten der filtrierten (0,45 µm) Kulturüberstände auf den Prophagen-kurierten Stamm J346-f 

(Abb. 38, B) und TEM-Aufnahmen der Filtrate (Abb. 38, C), konnten TP-J34-Virionen im 

Überstand von f-2[pSK10], nicht aber in dem von f-2[pMG36e] und 12f[pSK10] nachgewie-

Abb. 37. Konstruktion von pSK10 zur konstitutiven Expression von rir in S. thermophilus J34f-2 und 12f. Das 

PCR-Produkt mit einer Größe von 444 bp (A1) umfasste das rir-Gen und einen downstream Abschnitt. Dieses 

wurde in die SacI- und HindIII-Schnittstellen des pMG36e-Vektors (A2) eingefügt, sodass pSK10 (A3) gebildet 

wurde. Die Plasmidkarte von pSK10 (3.998 bp) ist dargestellt (B). MI: 100 bp DNA Ladder (NEB); M: DNA 

Ladder 1 kb (AppliChem).  
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sen werden. Eine lytische Anzucht von Phagen (3.2.5) auf dem Stamm J346-f  konnte nur mit 

dem Überstand der f-2[pSK10]-Kultur erfolgen (Daten nicht gezeigt).  

  

 

Eine Behandlung der pSK10-tragenden Stämme mit 0,4 µg ml
-1

 MMC zeigte, dass lediglich 

der Prophage aus f-2[pSK10] und f-2[pMG36e] induzierbar war, nicht aber der aus 

12f[pSK10] und 12f[pMG36e] (Daten nicht gezeigt). 

 

4.7 In vivo- und in vitro-Untersuchung einer Crh-Prozessierung  

Der Repressor der lytischen Gene wurde in vivo und in vitro hinsichtlich einer möglichen De-

gradierung zur Einleitung der lytischen Phagenentwicklung untersucht. Zu diesem Zweck 

wurde das in S. thermophilus J34f-2 exprimierte Fusionsprotein GST-Crh im lysogenen Zu-

stand und im induzierten Zustand bezüglich seiner Größe verglichen. Weiterhin wurde das 

Repressor-Protein direkt mit RecA aus E. coli und GST-RecA aus S. thermophilus J34f-2 in-

kubiert.  Eine Inkubation des Repressors GST-Crh in Puffern mit unterschiedlichen pH-

Werten sollte zusätzlich Aufschluss über eine pH-abhängige Autoproteolyse geben.  

Abb. 38. Induktion der lytischen Entwicklung des Phagen TP-J34 durch eine rir-Überexpression mit pSK10 in 

S. thermophilus J34f-2[pSK10] dargestellt in einer Wachstumskurve der Stämme J34f-2[pMG36e], J34f-

2[pSK10], J34-12f[pMG36e] und J34-12f[pSK10] bei 40 °C nach 1%iger Inokulation von thLM17 zuzüglich 5 

µg ml
-1

 Erythromycin (A), in Spottests der Überstände auf J346-f (B) und in einer TEM-Aufnahme des Über-

standes von J34f-2[pSK10] (C). 
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Für eine konstitutive Expression wurde das gst-crh-Gen mit den Primern ´GST-Crh_XbaI_f` 

und ´GST-Crh_HindIII_r` (Tab. 20) aus dem Plasmidkonstrukt pSK6 amplifiziert (Abb. 39, 

A) und dann in die Restriktionsschnittstellen XbaI und HindIII des Vektors pMG36e (Abb. 

61, Anhang) eingefügt. Das resultierende Konstrukt besaß mit dem 1.075 bp großen insert 

eine Größe von 4.652 bp und wurde als pSK20 bezeichnet (Abb. 39, B). Aufgrund der fälsch-

licherweise gewählten HindIII-Schnittstelle, die auch im crh-Gen auftaucht, musste auf eine 

vollständige Klonierung des Gens geachtet werden.  

 

Ein Vorversuch mit MMC-Konzentrationen von 0,3 und 0,4 µg ml
-1

 zeigte, dass die Expressi-

on von gst-crh in S. thermophilus J34f-2[pSK20] die Induktion des Prophagen verzögerte. 

Während der Leerplasmid-tragende Stamm J34f-2[pMG36e] bereits bei 0,3 µg ml
-1

 MMC 

eine durch die Prophageninduktion hervorgerufe Lysekurve 90 min nach Zugabe von MMC 

aufwies, wurde das Wachstum des gst-crh-exprimierenden Stammes J34f-2[pSK20] nach 

Zugabe dieser MMC-Konzentration ähnlich dem des MMC-behandelten Stammes J34-

12f[pSK20] lediglich verlangsamt  (Abb. 40, A). Erst bei 0,4 µg ml
-1

 MMC zeigte sich bei 

J34f-2[pSK20] eine Lyse, die 3 h nach Zugabe von MMC später auftrat, als beim Leerplas-

mid-tragenden Stamm (Abb. 40, B). 

 

Abb. 39. Konstruktion von pSK20 zur konstitutiven Expression von gst-crh in S. thermophilus J34f-2 und 12f. 

Ein 1.075 bp großes PCR-Produkt aus dem pSK6 Plasmid (A1) wurde in die XbaI- und HindIII-Schnittstellen 

von pMG36e ligiert. Auf diese Weise entstand pSK20 (A3), das im Agarosegel langsamer lief als pMG36e (A2) 

und aus dem das gst-crh-Fragment mit 111 bp großer downstream-Region durch XbaI und KpnI 

herausgeschnitten wurde (A4). M: DNA Ladder 1 kb (AppliChem); MI: GeneRuler
TM

 DNA Ladder Mix (Thermo 

Fisher Scientific). 
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Die Detektion des GST-Crh-Proteins aus 10 ml unbehandelten J34f-2[pSK20]-, 

J34cu50[pSK20]- (nicht in Abb. 40 dargestellt) und J34-12f[pSK20]-Kulturen und aus sol-

chen, die mit 0,4 µg ml
-1

 MMC behandelt wurden, offenbarte keine eindeutige Degradierung 

des GST-Crh während der Induktion des TP-J34-Prophagen (Abb. 41). Sowohl in den unbe-

handelten als auch in den MMC-behandelten Kulturen wurden zwei Banden durch den GST-

Antikörper detektiert, die zwischen 35 und 48 kDa groß waren und sich in etwa 2 bis 3 kDa 

Größe unterschieden. Die Proteine aus der MMC-behandelten J34f-2- (1+) und cu50-Kultur 

(2+) schienen ein minimal tieferes Laufverhalten aufzuweisen, als die aus den unbehandelten 

Kulturen (1-, 2-, 3-) und der MMC-behandelten J34-12f-Kultur (3+). Nach Aufreinigung der 

Proteine aus je 500 ml unbehandelter und mit 0,4 µg ml
-1

 MMC behandelter Kultur über eine 

GST-Affinitätschromatographie und Konzentrierung der Proteine (Amicon Ultra-0.5 mL 

Centrifugal Filters, 10 kDa) zeigte sich das gleiche Bild von zwei Produkten auf dem SDS-

Gel (Abb. 41, B) und Western Blot (Abb. 41, C), wobei eine niedrigere Laufhöhe des Proteins 

aus induzierten Zellen zu erkennen war. Das zum Vergleich aus E. coli BL21 (DE3) aufger-

eingte und geblottete GST-Crh trat ebenfalls in diesen zwei Formen auf (Abb. 41, D). 

 

 

Abb. 40. Induzierbarkeit des Prophagen aus gst-crh-exprimierenden S. thermophilus J34f-2[pSK20] durch 0,3 

µg ml
-1

 bzw. 0,4 µg ml
-1

 MMC im Vergleich zum Leerplasmid-tragenden Stamm J34f-2[pMG36e] und der rir-

Mutanten J34-12f[pSK10]. Je 5 ml thLM17 mit 5 µg ml
-1

 Erythromycin wurden 1%ig angeimpft und bei einer 

OD620 0,2 mit den angegeben MMC-Konzentrationen versetzt. Die OD620 wurde alle 30 min gemessen und die 

Mittelwerte aus drei Ansätzen zur Kurvenerstellung berechnet. 
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Für die Analyse einer in vitro-Autoproteolyse wurden zunächst die RecA-Proteine aus E. coli 

und S. thermophilus J34f-2 auf ihre proteolytische Aktivität getestet, nachdem sie durch Inku-

bation mit einzelsträngiger DNA und ATP-γ-S aktiviert wurden. Hierfür diente der autoprote-

olytische Abbau der rekombinanten Proteine GST-LexA und GST-HdiR, der in einer 

15%igen SDS-PAGE sichtbar gemacht wurde. Nach 20 min Inkubation bei 37 °C wurde 

GST-LexA fast vollständig durch E. coli RecA degradiert (Abb. 42, A). Es tauchte ein Spalt-

produkt mit einer Größe von über 30 kDa und ein Fragment kleiner als 14 kDa auf (Spaltpro-

dukte wurden in Abb. 42 mit Δ gekennzeichnet). GST-HdiR wurde weniger effizient abge-

baut und zeigte ein Spaltprodukt bei etwa 40 kDa und 17 kDa sowie ein schwaches bei etwa 

13 kDa (Abb. 42, C). Durch die Aktivierung von GST-RecA aus S. thermophilus J34f-2 trat 

ein Zerfall des 67 kDa großen Proteins in Fragmente von etwa 40 kDa und 25 kDa Größe auf 

(Abb. 42, Anhang). GST-RecA spaltete GST-HdiR in ein etwa 40 kDa und 13 kDa großes 

Fragment (Abb. 42, D), konnte GST-LexA aber kaum proteolytisch spalten (Abb. 42, B). Das 

13 kDa-Fragment wurde nicht auf einem Western Blot detektiert. Beide RecA-Proteine er-

zeugten bei den Proteinen GST-LexA und GST-HdiR die gleichen Spaltmuster, folglich auch 

die Bande mit über 17 kDa Größe bei GST-HdiR.  

 

 

 

Abb. 41. In-vivo-Analyse des Repressorproteins GST-Crh aus unbehandelten (-) und mit 0,4 µg ml
-1

 MMC 

behandelten (+) S. thermophilus J34f-2[pSK20] (1), J34cu50[pSK20] (2) und J34-12f[pSK20] (3) durch eine 

12%ige SDS-PAGE und einen Blot (A). Aufgereinigte und konzentrierte GST-Crh-Proteine aus 500 ml nicht-

induzierter (-) und mit 0,4 µg ml
-1

 MMC induzierter (+) J34f-2[pSK20]-Kultur aufgetrennt durch eine 12%ige 

SDS-PAGE (B) und geblottet (C). Zum Vergleich wurde GST-Crh aus E. coli aufgereingt und geblottet (D). Die 

Detektion der GST-Proteine erfolgte mit einem GST-Antikörper (C). M: Protein Marker VI (AppliChem). 
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Abb. 42. In vitro-Nachweis einer proteolytischen Aktivität des E. coli RecA und des S. thermophilus J34f-2 

GST-RecA durch LexA-und HdiR-Abbau auf einer 15%igen SDS-PAGE und im Fall von D auf einem Western 

Blot gezeigt. Die Detektion der GST-Fusionsproteine erfolgte durch Anti-GST. Die Proteine wurden 20 min bei 

37 °C inkubiert. Infolgedessen wurde GST-LexA in die zwei Fragmente GST-ΔLexA und ΔLexA gespalten. 

GST-HdiR wurde in GST-ΔHdiR und ΔHdiR sowie ein nicht-definierbares Fragment (?) gespalten. Die vorlie-

genden Proteine bzw. auftretenden Spaltprodukte in den einzelnen Spuren sind in der Tabelle angegeben. M: 

Protein Marker VI (AppliChem); MI: Roti
®

-Mark Standard (Carl Roth). 
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Weder GST-Crh noch Crh* wiesen nach Inkubation mit E. coli RecA und S. thermophilus 

J34f-2 GST-RecA Spaltprodukte auf (Abb. 43, A und B). Auch in Kombination mit GST-Rir* 

wurde kein Abbau des Repressors erzielt (Abb. 43, B). 

 

 

Für die in vitro-Analyse einer pH-induzierten Autoproteolyse wurde GST-Crh sowie GST-

RecA und GST-LexA als Kontrollen in verschiedenen pH-Werten über Nacht bei 37 °C inku-

biert und die Ansätze über eine 15%ige SDS-PAGE analysiert. Die Ansätze mit GST-Crh 

wurden zusätzlich geblottet und mit Antikörpern behandelt. GST-Crh zeigte bei pH 4,6 und 

7,6 ein Spaltprodukt kleiner als 30 kDa (Abb. 44, A), welches durch den Antikörper gebunden 

wurde und ebenfalls in dem Ansatz von GST-LexA mit pH 4,6 (Abb. 44, C), nicht aber bei 

GST-RecA (Abb. 44, B) auftauchte. Das 48 kDa große GST-LexA verschwand bei einem pH-

Wert von 10,6 fast vollständig. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 43. In vitro-Analyse des Repressors Crh nach Inkubation mit aktiviertem RecA aus E. coli und GST-RecA 

aus S. thermophilus J34f-2. GST-Crh, das in Spur A5 aufgetragen wurde, wurde mit RecA (A1) in Spur A2 und 

mit GST-RecA (A3) in Spur A4 zusammengegeben. Zusätzlich wurde Crh* (B1) mit GST-Rir (B2) in Spur B3 

und mit GST-Rir und E. coli RecA in Spur B4 inkubiert. GST-Crh, Crh* und GST (B6) wurden mit GST-RecA 

in Spur B7 und zusätzlich mit GST-Rir in Spur 8 inkubiert. Die Proteine wurden 20 min bei 37 °C inkubiert und 

dann über eine 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt. M: Protein Marker VI (AppliChem); MI: Roti
®
-Mark Standard 

(Carl Roth). 
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4.8 Analyse einer RecA-abhängigen TP-J34 Induktion 

Zur Ermittlung einer RecA-abhängigen Induktion des TP-J34-Prophagen wurde das chromo-

somale recA-Gen in S. thermophilus J34f-2 ausgeschaltet. Dafür wurde ein 587 bp großes, 

internes Fragment des recA-Gens mit den Primern ´recA_for_XhoI` und ´recA_rev` (Tab. 17) 

aus dem Genom von S. thermophilus J34f-2 amplifiziert (Abb. 45, A) und mit den XhoI- und 

EcoRI-Schnittstellen von pG
+
host9 ligiert. Auf diese Weise entstand pGhrecA mit einer Grö-

ße von 4.414 bp (Abb. 45, B).  

 

Abb. 44. In-vitro-Analyse einer pH-abhängigen Autoproteolyse des Repressor-Proteins GST-Crh (A). GST-

RecA mit einer fehlenden Autoproteolysefähigkeit wurde als Negativkontrolle (B) und GST-LexA mit einer 

bekannten Autoproteolyse als Positivkontrolle (C) mitgeführt. Alle Proteine wurden ohne Zugabe eines Puffers 

(K: pH 8) und in 1x PBS mit den angegebenen pH-Werten 4,6, 7,6 und 10,6 über Nacht bei 37 °C inkubiert, über 

eine 15% ige SDS-PAGE aufgetrennt und im Fall von GST-Crh auf einem Western Blot mit Anti-GST (A) de-

tektiert. M: Roti
®

-Mark 10-150 (Carl Roth); MI: Roti
®

-Mark Standard (Carl Roth). 

 
Abb. 41Abb. 42. Analyse einer pH-abhängigen Autoproteolyse des Repressors. Als Positivkontrolle wurde GST-
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Das Konstrukt wurde bei einer permissiven Temperatur von 30 °C in S. thermophilus J34f-2 

transformiert. Die erfolgreiche Integration in das recA-Gen wurde mit Hilfe einer Plasmidprä-

paration und einer PCR nachgewiesen (3.3.12). Aus der Integranten konnte kein pGhrecA 

isoliert werden, während die bei 30 °C gezogene Kultur freies pGhrecA aufwies (Abb. 46).  

 

Nachdem die chromosomale DNA aus der putativen Integranten und der Kontrollkultur 

isoliert wurde (3.3.11), wurde eine PCR mit Primern, von denen einer im Genom und einer im 

pGhrecA bindet, durchgeführt. Dabei wurde bei der Integranten, nicht aber bei der bei 30 °C 

angezogenen Kultur ein PCR-Produkt mit einer Länge von 1.350 bp mit den Primerpaaren 

´pGh9-seq-r-new` und ´cro_O1B` gebildet (Abb. 47, A). Mit dem Primerpaar 

´recA_BamHI.2` und ´recA_NotI`, das zur Amplifizierung des recA-Gens verwendet wurde 

und einer Elongationszeit von 60 s (Tab. 17) wurde bei der Integranten kein Produkt gebildet, 

während aus den Kontrollen J34f-2 und J34f-2[pGhrecA, 30°C] ein 1.042 bp großes Produkt 

amplifiziert wurde (Abb. 47, B). 

Abb. 46. Plasmidpräparationen nach Andersson & McKay aus S. thermophilus 

J34f-2 nach Integration von pGhrecA (Int) in das Genom und aus der bei 30 °C 

angezogenen Kultur (K). M: DNA Ladder 1 kb (AppliChem). 

Abb. 45. Konstruktion von pGhrecA zum Knockout von recA. Ein 587 bp großes, internes recA-Produkt (A1) 

wurde in die XhoI- und EcoRI-Schnittstellen von pG
+
host9 (A2) ligiert, sodass pGhrecA (A3) entstand. Die 

Plasmidkarte von pGhrecA (4.414 bp) ist in B dargestellt. M: DNA Ladder 1 kb (AppliChem). 
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Nachdem eine Integration nachgewiesen war, wurden die recA-Integrante und die Kontrolle 

J34f-2[pGhrecA_Nicht-Int] mit 0,4 µg ml
-1

 MMC behandelt. Während sich der Phage aus der 

bei 30 °C kultivierten Kontrolle induzieren ließ, zeigte die Kultur mit der Integration nur eine 

leichte Stagnation im Wachstum (Abb. 48). Im Überstand der Kontrolle konnten mittels 

Plaquetest auf J346-f 4x10
2
 PbE ml

-1
 detektiert werden, die im Überstand der Integranten 

nicht auftraten. 

Abb. 48. Induzierbarkeit des Prophagen aus der recA-Knockout-Mutanten S. thermophilus J34f-2 durch 0,4 µg 

ml
-1

 MMC im Vergleich zum Prophagen aus J34f-2[pGhrecA-Nicht-Int], die bei 30 °C kultiviert wurden. Je 5 ml 

thLM17 zuzüglich 5 µg ml
-1

 Em wurden 1%ig angeimpft und bei einer OD620 0,2 mit 0,4 µg ml
-1

 MMC versetzt. 

Die OD620 wurde alle 30 min gemessen und die Mittelwerte aus drei Ansätzen zur Kurvenerstellung berechnet. 

Abb. 47. PCR zum Integrationsnachweis des pGhrecA-Vektors in das recA-Gen von S. thermophilus J34f-2. Aus 

der Integranten konnte ein PCR-Produkt mit ´pGh9-seq-r-new` und ´cro_O1B` gebildet werden (A1), das bei 

dem bei 30 °C angezogenen Stamm J34f-2[pGhrecA] nicht auftrat (A2). Aus der Integranten konnte kein PCR-

Produkt mit ´recA_BamHI.2` und ´recA_NotI ` und einer Elongationszeit von 60 s gewonnen werden (B5), wäh-

rend die Kontrollen J34f-2 (B3) und der bei 30 °C angezogene Stamm J34f-2[pGhrecA_Nicht-Int] (B4) Produkte 

generierten. M: DNA Ladder 1 kb (AppliChem). 
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5 Diskussion  

5.1 Transkripte im Lysogeniemodul generiert durch Pltp und Pint  

Die Regulation von Genen ist essentiell für die Anpassung sowohl von eukaryotischen und 

prokaryotischen Zellen, als auch von Phagen an ihre Umwelt. Der Entwicklungszyklus tempe-

renter Phagen wird durch die Transkription lysogener und lytischer Gene, die im Lysoge-

niemodul in Operons organisiert sind, reguliert. Als Startpunkte für deren Transkription ver-

fügen Phagen wie Bakterien über Promotoren, die von einer Wirts-RNA-Polymerase oder 

einer eigenen, erkannt werden. Divergent orientierte, frühe Promotoren wie P1 und P2 des 

Phagen TP-J34 bilden das Grundelement jedes genetischen Schalters (Madsen et al., 2001).  

Die Detektion unterschiedlicher mRNA-Transkripte aus dem TP-J34-Lysogeniemodul durch 

Northern Blots und RT-PCR ließ neben den frühen Promotoren P1 und P2 zusätzlich Promo-

toren für die Gene ltp und int vermuten (Mohamed, 2010). Zur Ermittlung der Transkriptions-

startpunkte wurde erfolgreich intakte Gesamt-RNA aus dem lysogenen Stamm S. thermophi-

lus J34f-2 isoliert. Die Integrität der RNA war anhand der scharfen Banden und der etwa dop-

pelt so starken Intensität der 23S rRNA-Bande im Vergleich zur 16S rRNA-Bande zu erken-

nen. Die -10- und -35-Regionen des P1-Promotors konnten nach Lokalisierung des Transkrip-

tionsstartpunktes auf dem 380 bp großen PCR-Produkt aufgrund der guten Konsensussequen-

zen leicht ermittelt werden. Die Lokalisierung des P2-Promotors wurde ausgespart, da dessen 

Konsensussequenzen nahezu identisch zu denen des P1-Promotors waren, nur in entgegenge-

setzte Richtung weisend (Abb. 49).  

Starke Promotoren zeichnen sich durch Adenin-Thymin-reiche Sequenzen im Bereich vor 

dem Transkriptionsstartpunkt aus, da diese die Aufspaltung der DNA-Doppelhelix während 

Abb. 49. Genetische Schalterregion in der intergenen Region von crh und coh mit den divergent orientierten 

Promotoren P1 und P2 (5`→3`). Promotor P1 wird von Operator O3 überlappt und Promotor P2 von Operator 

O1A. Die Konsensussequenzen (-10/-35) beider Promotoren sind nahezu identisch (vgl. Tab. 30). Die Tran-

skriptionsstartpunkte (+1) und Ribosomenbindestellen (RBS) sind angegeben. 
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der Transkription erleichtern (Tang et al., 2005). Außerdem zeigen starke Promotoren eine 

hohe Übereinstimmung mit der abgeleiteten Konsensussequenz aus E. coli. Der optimale Ab-

stand zwischen der -10- und der -35-Region beträgt dabei 17 ± 1 nt, was einer Länge von ca. 

zwei DNA-Helixwindungen entspricht (Munk, 2010). Alle diese Kriterien werden von den 

Promotoren P1 und P2 erfüllt (Tab. 30).  

 

Tab. 30. Vergleich der Promotor-Strukturen von P1, P2, Pltp und Pint mit E. coli-Konsensussequenzen. 

 P1 P2 Pltp Pint E. coli 

-35-Region (5`→ 3`) TTGAAA TTGACG TACAAA AAGCCC TTGACA 

-10-Region (5`→ 3`) TATAAT TATAAT AAATTT GACAAT TATAAT 

Übereinstimmung mit E. coli  92 % 92 % 67 % 50 % - 

Transkriptionsstartpunkt (+1) T T G T A 

Abstand +1 ↔ -10 7 nt 7 nt 5 nt 6 nt 5 - 9 nt 

Abstand -10 ↔ -35 17 nt 17 nt 20 nt 16 nt 17 ± 1 nt 

Aktivität im lysogenen Zustand Ja Nein Ja Ja - 

Aktivität im lytischen Zustand Ja Ja Ja Ja - 

 

Als starke Promotoren gewährleisten P1 und P2 eine optimale Bindung der Wirts-RNA-

Polymerase und ermöglichen auf diese Weise einen häufigen Start der Transkription. Ob bei-

de Promotoren gleichwertig sind und deswegen nach der Injektion der TP-J34-DNA gleich 

stark abgelesen werden, ist bisher nicht bekannt. Die Transkription wird jeweils durch einen 

Terminator, der eine Haarnadelstruktur (stem-loop structure) in der RNA bildet, beendet 

(Mohamed, 2010). Die Länge des mRNA-Transkripts der Gene crh, rir und ltp vom Tran-

skriptionsstart bis zum Ende des Terminators wurde auf 1.322 nt berechnet. Für das coh-ant-

orf7-orf8-orf9-Transkript wurde durch einen Northern Blot mit einer ant-Sonde eine Länge 

von etwa 1.900 nt bestimmt (Mohamed, 2010). Das Transkript reicht bis zu einer Terminator-

sequenz downstream von orf9. Mit Hilfe von Northern Blots und RT-PCR wurde im lysoge-

nen und induzierten Zustand außerdem ein monocistronisches ltp-Transkript und ein int-

Transkript detektiert (Mohamed, 2010). Durch Einsatz der 5`RACE-PCR konnten die Tran-

skriptionsstartpunkte am 5`-Ende der Gene lokalisiert werden. Die zu diesem Zweck generier-

ten DNA-Fragmente konnten erst durch die zweite PCR in geringer Menge gewonnen wer-

den, was an einer gehemmten Bindung der GSP durch die postulierten Sekundärstrukturen (in 

diesem Fall Terminatorstrukturen) in der mRNA liegen könnte (Troubleshooting Thermo Fis-

her Scientifc). Die Größe des Pltp-Fragments passte zu den berechneten 188 bp, wohingegen 

das Pint-Fragment mit unter 100 bp eine geringere Größe als die erwarteten 153 bp zeigte (vgl. 

Abb. 17). Dies könnte auf eine Instabilität des int-Transkripts oder der cDNA zurückzuführen 

sein. Die Schwierigkeit ein PCR-Produkt zu generieren könnte auch damit zusammenhängen, 
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dass mehrere Transkripte detektiert wurden (Mohamed, 2010). Die Transkriptionsstartpunkte 

lagen in den postulierten Terminatorstrukturen der intergenen Region von rir und ltp bzw. 

von ltp und int (vgl. Abb. 18). Für die zugehörigen Promotorregionen (-10, -35) von Pltp konn-

te nur für die -10-Region eine moderate Sequenz gefunden werden, während für Pint keine 

hinreichend guten Konsensussequenzen (Tab. 30) identifiziert werden konnten. Dies könnte 

eine Erklärung für die schwache Transkription von int sein (Mohamed, 2010). 

Die Länge des ltp-Transkripts wurde aufgrund der Terminatorsequenz im downstream-

Bereich des ltp-Gens auf 524 nt geschätzt. Diese Größe stimmte mit dem Northern Blot-

Produkt nach Mohamed überein, der 550 nt postulierte (Mohamed, 2010). Bei Pltp handelt es 

sich um einen Subpromotor oder Tandempromotor, da er im Transkriptionsbereich des Pro-

motors P1 liegt. Der DNA-Abschnitt, der das ltp-Gen samt Promoter und Terminator umfasst, 

könnte als ein sogenanntes Moron (zusätzliches Gen eines Prophagen ohne Bedeutung für den 

lysogenen Zyklus) mittels horizontalem Gentransfer in das Genom von TP-J34 integriert 

worden sein (Ali et al., 2014). Ein solcher Fall wurde für den Phagen HK97 beschrieben 

(Cumby et al., 2012). Ein eigener Promotor für das Zink-Metalloprotease-Motiv-Gen wurde 

ebenfalls bei Sfi21 beschrieben (Ventura et al., 2002), dessen intergene Region 96 % Über-

einstimmung mit der von TP-J34 aufweist. Ein Terminator in der intergenen Region des sie-

vermittelnden Gens und int kommt ebenfalls bei anderen Phagen vor (Riipinen et al., 2007). 

Dieser Terminator markiert das Ende der crh-rir-ltp- und ltp-Transkripte und bedingt das 

Vorhandensein eines neuen Transkriptionsstartpunkts für int gegeben durch Pint. Das int-

Transkript läuft weit in das Genom von TP-J34 hinein und besitzt eine geschätzte Größe von 

1.800 nt (Mohamed, 2010). Da Terminatorstrukturen gefunden wurden, kann von einer Rho-

unabhängigen Termination, wie sie auch bei Sfi19 beschrieben wurde, ausgegangen werden 

(Ventura und Brüssow, 2004). Der int-Promotor des Phagen λ liegt unmittelbar downstream 

einer Terminatorsequenz (Benedik et al., 1983). Er wird durch das CII-Protein im lysogenen 

Zustand aktiviert. Ob die Promotoren Pltp und Pint ebenfalls einer Regulierung durch Proteine 

aus dem TP-J34-Lysogeniemodul unterliegen, wurde bisher nicht untersucht. Allerdings gibt 

es einen Hinweis dafür, dass Rir eine Rolle bei der Regulation von Pint spielt (Mohamed, 

2010). Im Gegensatz zu Promotor P1 und P2 werden die Promotoren Pltp und Pint nicht über 

Operatoren reguliert. 
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5.2 Aufreinigung aktiver TP-J34-, S. thermophilus J34f-2- und E. coli-

Proteine 

Die Aufreinigung aktiver Proteine bildete die Grundlage für die meisten Versuche in dieser 

Arbeit. Sie erfolgte über den Protein-tag GST kodiert in pGEX-6P-1. Die Größe der meisten 

mittels Affinitätschromatographie aufgereinigten Proteine stimmte mit der von ihrer Sequenz 

abgeleiteten, theoretischen überein. Crh* und GST-LexA wiesen ein von der theoretischen 

Größe leicht abweichendes Laufverhalten in der SDS-PAGE auf: Crh* lief zu hoch, während 

GST-LexA zu niedrig lief. Ein von der theoretischen Größe abweichendes Laufverhalten in 

einer SDS-PAGE wird oft mit dem isoelektrischen Punkt (pI) des Proteins in Zusammenhang 

gebracht. Basische Proteine (hoher pI) würden demnach langsamer laufen. Für das Laufver-

halten von GST-Crh und GST-LexA ist dies keine Erklärung, da beide Proteine einen relativ 

neidrigen pI besitzen. In allen Eluaten mit GST-Proteinen tauchten neben einer Hauptbande, 

die das gewünschte Fusionsprotein bildete, zusätzlich kleinere Banden auf. Diese wurden 

teilweise im Western Blot durch den GST-Antikörper detektiert. Wie von den Herstellern GE 

Healthcare und Macherey-Nagel beschrieben (Troubleshooting), könnten diese durch Proteo-

lyse der Fusionsproteine entstanden sein, da keine Proteasehemmer verwendet wurden. Diese 

hätten ebenfalls die proteolytische Aktivität von RecA und Rir gehemmt und viele Versuche 

inhibiert. Weiterhin kann das GST-Protein selbst instabil sein (Troubleshooting Thermo Fis-

her Scientific). Eine Proteolyse im Expressionswirt E. coli BL21(DE3) kann hingegen wei-

tesgehend ausgeschlossen werden, da es sich um einen Protease-defizienten Stamm handelt 

(Ratelade et al., 2009). Eine unzureichende Waschung der Säule zur Entfernung unspezifisch 

gebundener Proteine könnte ebenfalls ein Grund für zusätzliche Banden sein. Bei GST-LexA 

und GST-HdiR enstanden Proteine auf Höhe derer, die durch eine Autoproteolyse zwischen 

Alanin und Glycin entstehen würden. Bei Rir* und GST-Rir* war eine Instabilität in Form 

von mehreren Spaltprodukten zu beobachten (s. Diskussion 5.5). Alle aufgereinigten Proteine 

zeigten eine biologische Aktivität. 

 

5.3 Crh und Coh bilden die Repressoren im Lysogeniemodul  

In der Aminosäuresequenz der Proteine Crh und Coh wurden N-terminal gelegene HTH-

Motive lokalisiert, die bekanntermaßen als DNA-Bindedomäne agieren (Neve et al., 1998; 

Rohs et al., 2010). Diese Eigenschaft und ihre Position direkt downstream der Promotoren P1 

und P2 ließen vermuten, dass es sich um die Repressoren des genetischen Schalters im 

Lysogeniemodul von TP-J34 handelt. Die inhibierte Induzierbarkeit des Prophagen in gst-crh-
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exprimierenden S. thermophilus J34f-2 (4.7) war ein eindeutiger Beweis dafür, dass Crh als 

Repressor für die Etablierung und Aufrechterhaltung des lysogenen Zustands verantwortlich 

ist. Mit Hilfe von Kompetitionsassays wurden die genauen Bindestellen (Operatoren) der bei-

den Proteine im Lysogeniemodul lokalisiert. Crh* konnte an alle vier postulierten Operatoren 

O1A, O1B, O2 und O3 binden, während Coh* nur an O3 in der P1-Promotorregion binden 

konnte. Die Entstehung mehrerer Protein-DNA-Komplexe bei höheren Proteinkonzentratio-

nen im EMSA (vgl. Abb. 29) kann mit einer „Sandwichbildung“ eines Proteinoligomers mit 

zwei DNA-Molekülen erklärt werden (Papp et al., 2002). Coh formte im EMSA nur einen 

Komplex, was ein Hinweis dafür sein könnte, dass das Protein keine Dimere bilden kann. Die 

Kompetitionsassays offenbarten, dass die Bindungsaffinität von Crh* zu den einzelnen Opera-

toren unterschiedlich stark ist (vgl. Abb. 31). Aufgrund der ähnlichen, jedoch nicht identi-

schen Operator-Sequenzen mit mehr oder weniger vollständigen inverted repeats, war dieses 

Ergebnis zu erwarten (Abb. 50).  

 

Während O1A und O1B ein fast vollständiges Palindrom bilden, formen die Sequenzen von 

O2 und O3 ein weniger perfektes Palindrom. Das Thymin an zweiter Position sowie das A-

denin an vierter Position in den Operatorsequenzen O1A, O1B und O2 scheinen ein Aus-

schlusskriterium für die Bindung von Coh zu sein (Abb. 50). Für die Bindung von Crh schei-

nen die ersten vier Basen essentiell zu sein. Die Affinität von Crh* zu den Operatoren O1A 

und O1B war stärker, als die zu O2 und O3. Geschlussfolgert wurde dies daraus, dass die 

Abb. 50. Sequenzvergleich der Operatoren O1A, O1B, O2, O3 und des nicht-gebundenen Operators O4 in 5` → 

3`-Richtung im Lysogeniemodul von TP-J34. Die 15 bp langen Sequenzen sind AT-reich und besitzen mehr 

oder weniger vollständige Symmetrien (inverted repeats), die durch die Länge der Pfeile dargestellt sind (A). 

Die Basenverteilung in den Operatoren führt zur einer Konsensussequenz von TTGAATT/ATAATTCAA (B). 

Abstände zwischen den Operatoren O1A, O2 und O3 angegeben in bp (C). 
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Operatoren O1A und O1B bereits bei niedrigeren Crh*-Konzentrationen gebunden wurden als 

O2 und O3 (vgl. Abb. 31). Aus diesen Erkenntnissen konnte folgende Gleichung für die Affi-

nitätsverhältnisse im TP-J34-Lysogeniemodul aufgestellt werden:  

 

 

Wahrscheinlich hemmt Crh in erster Linie den Promotor der lytischen Gene durch Bindung an 

O1A und reguliert bei höheren Konzentrationen die eigene Transkription und die des rir so-

wie ltp ausgehend von Promoter P1 über die Bindung an O3. Es kann von einer kooperativen 

Bindung von O1A und O1B ausgegangen werden, da beide Operatoren identische Sequenzen 

besitzen und somit eine gleich starke Affinität von Crh für sie vorliegen dürfte. Einen Hinweis 

für eine kooperative Bindung der Operatoren O1A und O2 lieferte ein Kompetitionsassay 

(vgl. Abb. 32) und der geringe Abstand der beiden Operator-Zentren von 28 bp (Abb. 50), der 

etwa 2,6 Helixwindungen entspricht. Ein solch geringer Abstand wurde bereits bei anderen 

Phagen als Voraussetzung für eine kooperativen Bindung angegeben (Das et al., 2007). Ein 

weiteres Indiz für eine kooperative Bindung von Operatoren lieferte die Bildung von Crh-

Dimeren, -Tetrameren und höher organisierten Oligomeren (Koberg Diplomarbeit, 2012). 

Kooperative Bindungen werden durch die Oligomerisierungsfähigkeit des Repressors ermög-

licht und wurden vielfach bei temperenten Phagen beschrieben (Griffith et al., 1986; García et 

al., 1999; Pedersen et al., 2010). Typischerweise agieren Repressoren als Homodimere (Don-

ner et al., 1997), indem ein Monomer an jede Hälfte des Operators bindet. Nur wenige Re-

pressoren zeigen keine Kooperativität (Bullwinkle et al., 2012). In einigen Fällen kann die 

kooperative Bindung zur Bildung einer DNA-Schleife (loop) führen. Bei TP-J34 würde die 

kooperative Bindung von O1A, O1B und O2 durch ein Crh-Hexamer vermutlich eine Schlei-

fenbildung ähnlich wie bei dem temperenten L. lactis Phagen TP901-1 hervorrufen (Abb. 51). 

O1A = O1B > O2 = O3 

 

 

Abb. 46. Bildung einer DNA-

Schleife durch kooperative Bin-

dung der Operatoren OR, OL und 

OD durch ein CI-Repressor-

Hexamer in TP901-1 (Pedersen et 

al., 2010).O1A = O1B > O2 = 

O3 

 

Abb. 51. Bildung einer DNA-Schleife durch kooperative Bindung der Operatoren OR, OL und OD durch ein CI-

Repressor-Hexamer in TP901-1 (Pedersen et al., 2010). Für die kooperative Bindung von O1A, O1B und O2 

durch Crh im Lysogeniemodul von TP-J34 könnte ein ähnliches Szenario postuliert werden. 
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Diese würde wie bei TP901-1, dem Lb. casei Phagen A2 und λ zur Verdrängung der RNA-

Polymerase vom Promotor der lytischen Gene führen. Mutmaßlich wird auf diese Weise eine 

vollständige Repression des P2-Promotors gewährleistet. Gleichzeitig könnte Crh durch die 

Bindung an Operator O3 seine eigene Transkription regulieren, ein Phänomen was als Auto-

regulation bezeichnet wird und u. a. auch beim Phagen λ beschrieben wurde (Michalowski 

und Little, 2005). Eine Autoregulation gewährleistet eine ideale Balance der Repressorkon-

zentration, um einen lysogenen Zustand aufrecht zu erhalten und gleichzeitig schnell auf in-

duzierende Signale zu reagieren (Auchtung et al., 2007). Weitere Parallelen zum Phagen λ 

bestehen in den unterschiedlichen Affinitäten von CI und Cro zu den Operatoren (Little et al., 

1999) und in der kooperativen Bindung von CI (Babic und Little, 2007). Die Bindungsaffini-

tät des Coh-Proteins schien schwächer zu sein, als die des Crh, was an der höheren erforderli-

chen Proteinkonzentration im EMSA zur Bindung von DO1A und der größeren Oligonukleo-

tidmenge zur Kompetiton im Kompetitionsassay erkennbar war. Es gibt grundsätzlich zwei 

Arten wie ein Cro-ähnlicher Repressor agiert. Zum einen gibt es Repressoren, die eine DNA-

Bindeaktivität aufweisen und den Promotor der lysogenen Gene reprimieren und zum anderen 

Repressoren, die direkt mit dem Repressor der lytischen Gene interagieren, sogenannte Anti-

repressoren. Zu diesen zählt das Cro-Äquivalent (orf75-Gp) des temperenten S. thermophilus 

Phagen Sfi21 (Bruttin et al., 2002) und der modulator of repression (MOR) des L. lactis Pha-

gen TP901-1 (Alsing et al., 2011). Cro-homologe Repressoren mit keiner direkten Antirepres-

sor-Funktion wie Coh, die an den Operator im upstream-Bereich des Repressors lytischer 

Gene binden, wurden vielfach beschrieben (Hammerl et al., 2015; Ladero et al., 1998). Coh 

ist offensichtlich an der Festlegung des lytischen Zyklus beteiligt, indem er Crh antagonisiert. 

Anders als z. B. Cro des Phagen λ scheint Coh aber nicht der alleinige, für die Prophagen-

Induktion entscheidende Faktor zu sein, denn dessen Bindung an Operator O3 führt nicht zu 

einer vollständigen Repression des P1-Promotors. Transkriptionsanalysen zeigten, dass die 

Menge des crh-rir-ltp-Transkripts ausgehend von Promotor P1 nach Induktion zunächst zu-

nimmt, um dann wieder abzunehmen (Mohamed, 2010). Der Anstieg könnte durch ein Weg-

fallen der Crh-Autoregulation und die Abnahme durch Repression des P1-Promotors durch 

Coh begründet sein. Coh scheint weniger essentiell für die Induktion zu sein, als mehr eine 

Rolle bei der Entscheidung lysogene vs. lytische Entwicklung bei der Infektion zu spielen. 

Damit der lytische Zyklus eingeleitet werden kann, muss der Repressor Crh an der Operator-

bindung gehindert werden, indem er inaktiviert wird.  
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5.4 RecA-abhängige Induktion des Prophagen TP-J34 ohne RecA-

katalysierte Autoproteolyse des Repressors 

Viele Prophagen werden spontan oder durch Umweltreize mit DNA-schädigender Wirkung 

aus ihrer Wirtszelle induziert (Nanda et al., 2014). Letztere aktivieren die SOS-Antwort der 

Wirtszelle, deren Regulator RecA die Autoproteolyse des Prophagen-Repressors anregt und 

die lytische Entwicklung einleitet (Galkin et al., 2009; Fornelos et al., 2011; Nanda et al., 

2014). Proteine, die RecA in Struktur und Funktion ähneln, kommen in allen Lebensformen 

vor (Patel et al., 2010). Die Autoproteolyse durch RecA wird bei den meisten Repressoren an 

einer Alanin-Glycin-Stelle in der Dimerisierungsdomäne stimuliert (Roberts und Roberts, 

1975; McCabe et al., 2005). Es wurden aber auch Cystein-Glycin- (Eguchi et al., 1988) und 

Leucin-Glycin-Stellen (Koudelka et al., 2004) gefunden und bei nicht aus Phagen stammen-

den Repressoren wurden Phenylalanin-Methionin- (Bose et al., 2008) und Leucin-Arginin-

Stellen (Ludanyi et al., 2014) beschrieben. Eine Übersicht von Repressoren mit und ohne Ala-

/Gly-Stelle zeigt Tabelle 31. 

 

Tab. 31. Repressoren mit und ohne Ala/Gly-Stelle. 

Name Phage Wirt Größe Ala/Gly Spaltung Referenz 

CI λ E. coli 237 ja Ala/Gly Roberts und Roberts, 1975 

CI 434 E. coli 95 ja Ala/Gly McCabe et al., 2005 

C2 P22 Salmonella 216 ja Ala/Gly Sauer et al., 1982 

FsoR Fels-1 Salmonella 231  ja ja  Lemire et al., 2011 

ORF297 BK5-T
1
 L. lactis 297 ja n. n. Boyce et al., 1995 

Rro r1t
1
 L. lactis 278 ja n. n. Nauta et al., 1996 

CI Tuc2009
1
 L. lactis 286 ja n. n. Kenny et al., 2006 

CI A2
1
 Lb. casei 224 ja n. n. Ladero et al., 1998 

CI Phi11 S. aureus 239 ja n. n. Das et al., 2007 

CI Phi80 E. coli 236  nein Cys/Gly Eguchi et al., 1988 

CI Phi186 E. coli 192 nein nein Shearwin et al., 1998 

CI 933W E. coli 235 nein Leu/Gly Koudelka et al., 2004 

CB N15 E. coli 203 nein n. n. Lobocka et al., 1996 

GfoR Gifsy-1 Salmonella 136  nein nein Lemire et al., 2011 

GfhR Gifsy-2 Salmonella 138  nein nein Lemire et al., 2011 

Rep SPC32H Salmonella 198 nein nein Kim und Ryu, 2013 

CB PhiKO2 Kleb. oxytoca 202 nein n. n. Hammerl et al., 2016 

CI TP901-1
2
 L. lactis 180 nein nein Pedersen et al., 2010 

CI O1205
2
 S. therm. 134 nein n. n. Stanley et al., 1997 

CI Sfi21
2
 S. therm. 127 nein n. n. Madsen et al., 2001 

Crh TP-J34
2
 S. therm. 121 nein nein diese Arbeit 

CI TP-778 S. therm. 121 nein n. n. Ali et al., 2014 

ORF TP-DSM20617 S. therm. 116 nein n. n. Ali et al., 2014 

Cpg g1e
2
 Lb. plantarum 132 nein n. n. Kakikawa et al., 2000 

Rad adh
2
 Lb. gasseri 108 nein n. n. Engel et al., 1998 
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ImmR ICEBs1
*
 B. subtilis 127  nein Phe/Met Bose et al., 2008 

DdrO - D. deserti 129 nein Leu/Arg Ludanyi et al., 2014 

Die Größe der Repressoren ist in Aminosäuren angegeben; weiß: Repressoren mit Ala/Gly-Stelle, grau: Repres-

soren ohne Ala/Gly-Stelle; 
1
 Klasse-I-Repressoren und 

2
 Klasse-II-Repressoren von Milchsäurebakterien-Phagen 

nach Wood und Warner, 2003; 
*
 mobiles genetisches Element;  n. n.: nicht nachgewiesen 

 

 

Alternative Induktionsstrategien, bei denen der Repressor nicht (Shearwin et al., 1998; Peder-

sen et al., 2010; Lemire et al., 2011), oder nicht direkt durch RecA degradiert wird, was bis-

her nur bei bakteriellen Repressoren beschrieben wurde, sind bekannt. Hier findet die Inakti-

vierung durch Antirepressoren statt (Shearwin et al., 1998), die teilweise durch LexA reguliert 

werden, welches wiederum durch RecA kontrolliert wird (Lemire et al., 2011; Kim und Ryu, 

2013). S. thermophilus besitzt kein LexA-Homologon (Giliberti et al., 2006), aber ein Protein 

mit LexA-ähnlicher Funktion. Dieser heat and DNA damage inducible regulator (HdiR) wird 

bekanntermaßen in S. uberis und L. lactis analog zu LexA durch ein RecA-Homologon aus 

der SOS-Antwort zur Autoproteolyse zwischen Alanin und Glycin angeregt (Savijoki et al., 

2003; Varhimo et al., 2007). Eine Proteolyse von HdiR durch RecA in S. thermophilus wurde 

bisher nicht untersucht und konnte erstmals in dieser Arbeit nachgewiesen werden. HdiR 

verwirklicht seine regulatorische Funktion in S. uberis durch Bindung mehrerer Operatoren 

(Varhimo et al., 2007). Ein direkter Einfluss von HdiR auf die Transkription der Antirepres-

soren durch Bindung in der genetischen Schalterregion von TP-J34 und damit eine Funktion 

ähnlich der LexA-Repressoren bei der Induktion der Phagen SPC32H, N15 und Phi186 konn-

te durch EMSA ausgeschlossen werden. Als Kontrolle einer erfolgreichen Aktivierung der 

RecA-Proteasen, wurden der E. coli LexA-Repressor und HdiR ebenfalls N-terminal mit ei-

nem GST-tag fusioniert. Der 229 aa große Regulator HdiR besitzt ein N-terminales HTH-

Motiv, das zur DNA-Bindung dient und eine C-terminale Dimerisierungsdomäne, die dem 

LexA-Repressor homolog ist. In der Dimerisierungsdomäne liegt die RecA-induzierte, auto-

katalytische Spaltstelle zwischen Alanin und Glycin an Position 116 und 117 (vgl. Abb. 64 im 

Anhang). Durch die RecA-katalysierte Autoproteolyse an diesen spezifischen Stellen werden 

die beiden Domänen des Repressors voneinander getrennt, wie es für E. coli LexA schema-

tisch gezeigt ist (Abb. 52).  
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Die theoretische Größe der Spaltprodukte, die durch Autoproteolyse zwischen Alanin und 

Glycin entstehen, wurde für GST-ΔLexA auf 36 kDa und für ΔLexA auf 13,2 kDa mittels 

ProtParam bestimmt. Die der Spaltprodukte GST-ΔHdiR und ΔHdiR von HdiR wurde auf 

40,2 kDa bzw. 13,05 kDa bestimmt. Diese stimmten mit den Größen der Spaltprodukte auf 

den SDS-PAGE überein. Einem HdiR-Fragment mit ungefähr 18 kDa Größe konnte keine 

entsprechende Spaltstelle in der Aminosäuresequenz zugeordnet werden. In einer Kreuzreak-

tion, bei der GST-RecA aus S. thermophilus J34 mit GST-LexA aus E. coli bzw. RecA aus E. 

coli mit GST-HdiR aus J34f-2 inkubiert wurde, zeigte sich das identische Spaltmuster der 

Proteine, jedoch war die Spaltung weniger effizient. Die beiden Rekombinasen besitzen 60 % 

Homologie und könnten aus diesem Grund auch mit den jeweils anderenen Repressoren inter-

agieren, denen der Besitz einer Ala-Gly-Stelle und der katalytisch aktiven Aminosäuren Serin 

und Lysin gemein ist. Das Ergebnis wäre ein Beweis für den konservierten Charakter von 

RecA in Bakterien (Karlin und Brocchieri, 1996). Der Repressor Crh wurde weder in vitro 

durch die aktivierten Proteine RecA (NEB) und GST-RecA noch in vivo durch Aktivierung 

der SOS-Antwort in S. thermophilus J34f-2 zur Autoproteolyse angeregt, denn es traten keine 

Spaltprodukte auf. Repressoren, die einer RecA-induzierten Autoproteolyse unterliegen, zei-

gen auch eine Autoproteolyse bei alkalischen pH-Werten (≥10,3) ohne Einfluss von RecA 

(Little, 1984). Für ImmR wurde keine Autoproteolysefähigkeit postuliert (Bose et al., 2008) 

und auch für den Repressor Crh konnte keine Autoproteolyse durch einen alkalischen pH-

Wert nachgewiesen werden (4.7). Bei saurem und neutralem pH 4,6 und 7,6 wiesen die An-

sätze mit GST-Crh und GST-LexA ein Spaltprodukt von etwa 25 kDa auf, das auf dem Wes-

tern Blot durch den GST-Antikörper gebunden wurde und auf eine vom Hersteller beschrie-

bene Instabilität von GST-Fusionsproteinen zurückzuführen sein könnte. Diese trat ebenfalls 

Abb. 52. Schematischer Aufbau des LexA-Repressors aus E. coli. Der Repressor ist wie die Repressoren von 

Prophagen durch eine Verbindungsregion in zwei funktionelle Domänen aufgeteilt: Eine N-terminale DNA-

Bindedomäne und eine C-terminale Dimerisierungsdomäne mit integrierter RecA-Spaltstelle zwischen Ala84 und 

Gly85 (Pfeil). Die für die Spaltung katalytisch aktiven Stellen Ser119 und Lys156 sind ebenfalls dargestellt (Quelle: 

http://what-when-how.com/molecular-biology/lexa-repressor-molecular-biology/). 
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bei der Aktivierung von GST-RecA in 1x RecA-Puffer mit pH 7,6 auf (vgl. Abb. 66, An-

hang). Auch hier konnte das Spaltprodukt im Blot mit dem Antikörper nachgewiesen werden. 

Aufgrund der Größe des Spaltprodukts und der Aktivität von RecA wurde von einer Spaltung 

in der Region zwischen dem N-terminalen GST-Protein und dem fusionierten Protein ausge-

gangen. Bei einem pH-Wert von 10,6 verschwand GST-LexA erwartungsgemäß durch Au-

toproteolyse zwischen Ala84 und Gly85 analog zur katalysierten Autoproteolyse durch E. coli 

RecA (vgl. Abb. 42 mit Abb. 44).  

Die Induktion des TP-J34-Prophagen ist RecA-abhängig. Ein Indiz dafür lieferte die Indu-

zierbarkeit des Prophagen durch MMC und UV-Strahlung (Neve et al., 2003), bei der die 

SOS-Antwort von S. thermophilus J34 aktiviert wird. Allgemein wird die Induzierbarkeit von 

Prophagen auf diese Weise als Beweis für eine proteolytische Inaktivierung des Repressors 

während der SOS-Antwort anerkannt  (Boyce et al., 1995; Ladero et al., 1998; Banks et al., 

2003). Ein weiterer Beweis für diese Hypothese war die Nicht-Induzierbarkeit von TP-J34 in 

recA-Knockout-Mutanten von S. thermophilus J34f-2 (4.8). Wood und Warner beschrieben 

zwei Klassen von Repressoren bei Milchsäurebakterien-Phagen (Wood und Warner, 2003; 

Fox, 2004): Klasse-I-Repressoren zeichnen sich durch eine Größe von 220 bis 300 aa und ein 

Ala/Gly-Motiv in der C-terminalen Domäne zur RecA-vermittelten Autoproteolyse aus. Klas-

se-II-Repressoren, zu denen Crh gezählt wird, sind kleiner und weisen keine RecA-Spaltstelle 

auf. Die Induktion der Phagen mit diesen Repressoren ist vermutlich trotzdem RecA-

abhängig. Diese Gruppe von Repressoren kommt typischerweise bei S. thermophilus Phagen 

vor, während Klasse-I-Repressoren eher bei Laktokokken-Phagen zu finden sind (Fox, 2004) 

(vgl. Tab. 31).  

 

5.5 Rir besitzt eine Antirepressor-Funktion 

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse verschiedener Versuche konnte von einer Interaktion 

zwischen der putativen Zink-Metalloprotease Rir und dem Repressor Crh ausgegangen wer-

den. Rir* blockierte die Bindung des Repressors an die Operatoren durch Bildung eines 

Komplexes mit dem Repressor-Monomer in Lösung (4.5). Die Bindung durch Rir könnte so-

mit die Dimerbildung des Repressors, die für die Operatorbindung essentiell ist, verhindern. 

DNA-gebundenes Crh* konnte durch Rir* nicht gebunden werden. Ein solcher Komplex wäre 

durch einen höheren shift in den Kompetitionsassays (vgl. Abb. 33) sichtbar geworden. Auch 

konnte Rir* bestehende Crh*-DNA-Komplexe nicht auflösen. Da Rir* selbst keine DNA-

Bindefunktion besaß, konkurrierte es nicht mit Crh* um die Bindestellen (4.4). Infolge seiner 
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Repressor-antagonistischen Wirkung wurde Rir die Funktion eines Antirepressors zugespro-

chen und von ehemals ORF3 in Repressor-inaktivierender Regulator (Rir) umbenannt.  

Eine Antirepressor-Funktion besitzen auch das Cro-ähnliche-Protein des S. thermophilus Pha-

gen Sfi21 (Bruttin et al., 2002), das MOR-Protein des L. lactis Phagen TP901-1 (Alsing et al., 

2011), das Tum-Protein des Coliphagen 186 (Shearwin et al., 1998), das Ant-Protein des 

Salmonella Phagen SPC32H (Kim und Ryu, 2013), die Proteine GfoA und GfhA der Salmo-

nella Phagen Gifsy-1 bzw. -2 (Lemire et al., 2011) und das AntC-Protein des Coliphagen N15 

(Mardanov und Ravin, 2007). Diese Antirepressoren werden in gegensätzliche Richtung zum 

Repressor transkribiert (Cro, MOR) oder liegen in weit entfernten Operons, wo sie durch 

LexA-homologe Proteine reguliert werden (Ant, Tum, GfoA, GfhA und AntC). Im Gegensatz 

dazu liegt rir im TP-J34-Lysogeniemodul direkt downstream des Repressors und wird ausge-

hend von Promotor P1 mit diesem in einem Operon transkribiert. Folglich müssten simultan 

gleich viele Moleküle Crh und Rir gebildet und Crh auch im lysogenen Zustand durch Rir 

inhibiert werden. Gründe für eine nicht ständig erfolgende Induktion des Prophagen könnte 

eine unterschiedliche post-transkriptionale Prozessierung von Rir und Crh sein. Weiterhin 

könnte Rir durch Komponenten im lysogenen Zustand inaktiviert oder gehemmt werden bzw. 

könnte das inaktive oder wenig aktive Rir durch Komponenten der SOS-Antwort (vornehm-

lich RecA) aktiviert werden. Auch könnte eine Instabilität von Rir im lysogenen Zustand vor-

liegen, die durch Komponenten der SOS-Antwort stabilisiert würde. Die Tatsache, dass Rir 

ein instabiles Protein ist, wurde anhand der Abbauprodukte in GST-Rir- (vgl. Abb. 26, B) und 

Rir*-Eluaten (vgl. Abb. 27, B) veranschaulicht. Es wurden Zink-Metalloproteasen beschrie-

ben, die für ihre Aktivierung einer Selbstspaltung unterliegen (Berzigotti et al., 2012). Somit 

könnte auch der umgekehrte Effekt, nämlich, dass RecA Rir zur Spaltung anregt und dadurch 

aktiviert, vermutet werden. Unterstützt wird diese Vermutung durch das Auftreten zahlreicher 

GST-Rir-Spaltprodukte in Ansätzen mit aktiviertem RecA aus S. thermophilus J34f-2 (vgl. 

Abb. 67 im Anhang). Freie, intrazelluläre TP-J34-DNA, die nicht in dem Stamm J34-12 mit 

rir-Mutation gefunden wurde (Neve et al., 2003), spricht für eine unterschwellige, spontane 

Induktion des Prophagen hervorgerufen durch Rir. Eine Überproduktion von Rir durch den 

Vektor pSK10 induzierte den TP-J34-Wildtyp-Prophagen, nicht aber die Rir-Knockout-

Mutante aus S. thermophilus J34-12f (4.6). Eine Wiederherstellung des induzierbaren Wild-

typ-Phänotyps durch pSK10 konnte in der rir-Mutanten J34-12f nicht nachgewiesen werden. 

Grund hierfür könnte sein, dass die Expression von rir durch den P32-Promotor in pSK10 

nicht ausreicht, um das native Rir zu komplementieren. Bei lysogenen S. thermophilus wurde 

zwar das Phänomen der Autolyse beschrieben (Husson-Kao et al., 2000; Neve et al., 2003), 
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diese tritt aber eher bei ungünstigen Umweltbedingungen auf und müsste auch den Stamm f-

2[pMG36e] und nicht nur f-2[pSK10] betreffen. Das gleiche Phänomen wurde bei der Dere-

pression des ICEBs1-Transposons von Bacillus subtilis (B. subtilis) durch die putative Zink-

Metalloprotease ImmA und des ImmR-ähnlichen Repressors cϕ105 des B. subtilis Phagen 

ϕ105 durch ein ImmA-ähnliches Protein beobachtet (Bose und Grossman, 2011). Als putative 

Zink-Metalloproteasen ist ImmA und Rir ein ´H-E-X-X-H`-Motiv mit proteolytischer Aktivi-

tät (Abb. 53), das ebenfalls in IrrE aus Deinococcus deserti und radiodurans vorkommt (Earl 

et al., 2002; Ludanyi et al., 2014), gemein.  

Die Kristallstruktur von IrrE offenbarte ebenfalls eine N-terminale Peptidase-ähnliche Domä-

ne (HEISH) und ein zentrales HTH-Motiv (Vujicić-Zagar et al., 2009). Die für die Radioakti-

vitätstoleranz essentielle Metalloprotease inaktiviert den Repressor DdrO, wodurch die Tran-

skription verschiedener Gene in Gang gebracht wird, die dem Bakterium das Überleben einer 

hohen Strahlendosis ermöglichen (Ludanyi et al., 2014; Devigne et al., 2015). Auch bei der 

Resistenzvermittlung gegen Penicillin in Staphylococcus aureus inaktiviert eine Zink-

Metalloprotease (BlaR1) einen Repressor (BlaI), sodass eine Beta-Lactamase (BlaZ) gebildet 

wird (Hackbarth und Chambers, 1993). Die Inaktivierung eines Repressors durch eine Zink-

Metalloprotease als Reaktion auf bestimmte Umweltreize scheint ein allgemeineres, regulato-

risches System zu sein. Bei Betrachtung der genetischen Organisation des ICEBs1-

Transposons, in dem ImmA lokalisiert ist (Bose und Grossman, 2011), fällt die Ähnlichkeit 

zum TP-J34-Lysogeniemodul auf (Abb. 54). Bose et al. erkannten bereits eine Ähnlichkeit 

zwischen dem linken Teil des ICEBs1-Transposons und den Modulen einiger Phagen von 

Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt (Bose et al., 2008). Die Homologien bestehen zwischen 

dem ausgehend von PimmR synthetisierten Repressor ImmR, der Zink-Metalloprotease ImmA 

und einer Rekombinase (Integrase). Sowohl aktiviertes RecA aus der SOS-Antwort als auch 

der sensorische Regulator RapI können auf noch unbekannte Weise ImmA stimulieren, wel-

ches dann die Proteolyse und Inaktivierung des Repressors ImmR induziert (Abb. 54, A, un-

ten). Damit besitzt ImmA ebenfalls die Funktion eines Antirepressors. Eine Überproduktion 

Abb. 53. Konservierte Domäne der Proteine Rir (oben) und ImmA (unten) mit dem Zink-Bindemotiv ´HELGH` 

(NCBI).  
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von ImmA in B. subtilis führt offenbar homolog zur Rir-Überproduktion in S. thermophilus 

J34f-2 zu einer Inaktivierung des Repressors auch ohne die Einwirkung von aktivem RecA. 

Die Tatsache, dass ImmA für die Inaktivierung des Repressors essentiell ist (Bose et al., 

2008) wurde durch nicht-induzierbare rir-Knockout-Mutanten auch für TP-J34 erkannt (Mo-

hamed, 2010). Weiterhin wurde für ImmA ebenfalls eine Instabilität postuliert (Bose und 

Grossman, 2011). Aufgrund der Übereinstimmungen in Organisation und Art der Proteine 

könnte eine ähnliche Regulation der Induktion von TP-J34 vermutet werden (Abb. 54, B, un-

ten).  

 

Die Spaltung von ImmR durch ImmA aus B. subtilis erfolgt zwischen Phenylalanin und Me-

thionin an Position 95 und 96, sodass die N-terminale DNA-Bindedomäne von der C-

terminalen Domäne abgespalten wird (Bose et al., 2008). Zur Identifizierung einer möglichen 

Rir-Interaktionsstelle in Crh wurden die Aminosäuresequenzen von Streptococcus Phagen-

Repressoren, die downstream von einer Rir-homologen Zink-Metalloprotease begleitet wer-

den, miteinander verglichen. Dabei wurde am Anfang der C-terminalen Dimerisierungsdomä-

ne der Repressoren ein konserviertes ´FDGKPL`-Motiv identifiziert, innerhalb dessen bei Crh 

an Position 95 Phenylalanin und an Position 96 Asparaginsäure liegt (Abb. 55).  

Abb. 54. Organisation und Regulation des ICEBs1-Transposons von Bacillus subtilis (Bose und Grossman, 

2011) (A) im Vergleich zur Organisation des TP-J34-Lysogeniemoduls und einer möglichen Regulation der 

Induktion durch RecA (B). 
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Das ´FDGKPL`-Motiv scheint zu 100 % konserviert in der Spezies S. thermophilus zu sein, 

während bei Verwandten wie L. lactis KF147 (Siezen et al., 2010) und S. mutans SF12 (Cor-

nejo et al., 2013) ähnliche Motive (´FDGRPL` bzw. ´FEGKPV`) gefunden wurden. Weiterhin 

fiel auf, dass die Proteine mit ´FDGKPL`-Motiv mit einer Größe von 97 bis 162 aa etwa halb 

so groß waren wie Phagen-Repressoren, die von keiner Metalloprotease mit Zink-Bindemotiv 

begleitet werden und dass sie keine S24_LexA-like-Domäne, die einer RecA-Autoproteolyse 

unterliegt, wie Repressoren ohne ´FDGKPL`-Motiv aufwiesen. Somit könnten diese Repres-

soren den bereits genannten Klasse-II-Repressoren zugewiesen werden. Die Analyse der 

Abb. 55. Vergleich der Aminosäuresequenzen von Repressor-Proteinen aus Streptococcus Phagen mit 

downstream assoziierter, Rir-homologer Protease in einem multiplen Alignment (Cobalt, NCBI). Es wurden 15 

Proteine aus der NCBI-Datenbank (BlastP) miteinander verglichen. Allen gemeinsam ist die Sequenz 

´FDGKPL` in der C-terminalen Domäne. Sth: S. thermophilus; Ssa: S. salivarius; Sag: S. agalactiae; Sor: S. 

oralis; Spy: S. pyogenes; Ssu: S. suis; Smu: S. mutans 

 

 

Sth phage TP-J34                    ---------------------------------------MDLNKQRGSRIESLRASKGIS 21 

Sth phage TP-778                    ---------------------------------------MDLNKQRGSRIESLRASKGIS 21 

Ssa phage YMC-2011                  -------------------------------------------MQAEERIKELIIAKYGN 17 

Sth phage Sfi21                     ----------------------------MFILLNKGKKCMRNNDEIISLIKSYLDNSSMS 32 

Sth phage tp20617                   ---------------------------------------MRNNDEIISLIKSYLDNSSMS 21 

Sth phage 5093                      ----------------------------------------------------------MS 2 

Sag strain GB00206                  ------------------------------------------MSVLIDRIRELSNKKGMS 18 

Sag strain Gottschalk 998A          ------------------------------------------MSVLIDRIRELSNKKGMS 18 

Sor phage PH10                      ------------------------------------------MFSTLEKIKELALKRGIS 18 

Spy phage 315.5                     -----------------------------------MR----TNDEIIDLMDNIRKEKRIS 21 

Spy strain SSI-1                    -----------------------------------MR----TNDEIIDLMDNIRKEKRIS 21 

Spy strain GA19702                  -----------------------------------MR----TNDEIIDLMDNIRKEKNLS 21 

Sth phage O1205                     -----------------------------------MKGDVIMKENTAQRLAQIMKERNLR 25 

Ssu phage phi20c              12 ...HFFDFFSSFFGICTKSLDIKSLFTYNIPMNREVKIMADDKIKYPEVGQRIRELREMRGFE 60 

Smu strain NLML9                    -------------------------------------MSLGNKEIMSKNIQYYMHKKGVD 23 

  

 

Sth phage TP-J34                    QLELAKMLG--------YKSDSTISKWESGASIPTGTKIVKLA-----QALGTTTDYILF 68 

Sth phage TP-778                    QLELAKMLG--------YKSDSTISKWESGASIPTGTKIVKLA-----QALGTTTDYILF 68 

Ssa phage YMC-2011                  VRAFATESG--------ISYTTVRSILERGIMNAKAENVFKIC-----HLLGISPD--TV 62 

Sth phage Sfi21                     MSELANKAG--------IS-KSTLSRYLSGSRVFPLNKADDFA-----RALGLTTE---- 74 

Sth phage tp20617                   MSELANKAG--------VS-KSTLSRYLSGSRVFPLNKADDFA-----RALGLTTE---- 63 

Sth phage 5093                      MSELANKAG--------VS-KSTLSRYLSGSRVFPLNKADDFA-----RALGLTTE---- 44 

Sag strain GB00206                  LNDLEDTLG--------YSRNSLYSLNENS-KMGKPKEIAQYFNVSLDYLLGLTDN---P 66 

Sag strain Gottschalk 998A          LNDLEDTLG--------YSRNSLYSLNENS-KMGKPKEIAQYFNVSLDYLLGLTDN---P 66 

Sor phage PH10                      LQKVAEDLG--------YSINYLYTLKEKTPKSDRLQEIADYFNVSTDYLLGRTDN---P 67 

Spy phage 315.5                     ISELSRK---------VGMSKSGVSLYFNKARKFPLDRANLFA-----KALGTTPEH-II 66 

Spy strain SSI-1                    ISELSRK---------VGMSKSGVSLYFNKARKFPLDRANLFA-----KALGTTPEH-II 66 

Spy strain GA19702                  ISELSRK---------VGMSKSGVSLYFNKARKFPLDRANLFA-----KALGTTPEH-II 66 

Sth phage O1205                     QVDILRQSEKFQKELGIKLGKSALSQYVSGKSIPDQDKLVLLS-----KTLGVSEAW-LM 79 

Ssu phage phi20c                    QLDIANELG--------YKSQSTISKWESGVNLPTGKKLILLA-----EMLDTSTDY-IL 106 

Smu strain NLML9                    RNKIVSDLG---------VKYTTLTDWINGVTYPRIDKIELLA-----NYFGIEKSD--- 66 

                                        .                   :            .            :.         

 

Sth phage TP-J34                    GDNSENNDGQQIISTDIDEIIQNAMMFDGKPLTDDDKRAIRGIIAGYMNSKEK--- 121 

Sth phage TP-778                    GDNSENNDGQQIISTDIDEIIENAMMFDGKPLTDDDKRAIRGIIAGYMNSKEK--- 121 

Ssa phage YMC-2011                  ADWGISNE-QQPSSHDIDNIIDNAMMFDGKPLTDDDKRAIRGIIAGYMSSKEK--- 114 

Sth phage Sfi21                     QVLNVKPSPKDISSTDIDDIIENAMMFDGKPLTDDDKRAIRGIIAGYMNSKEK--- 127 

Sth phage tp20617                   QFLNVKPSPKDTSPTDIDEIIANAMMFDGKPLTDDDKRAIRGIIAGYMSSKEK--- 116 

Sth phage 5093                      QFLNVKPSPKDTSSTDIDEIIENAMMFDGKPLTDEDKRAIRGIIAGYMNSKEK--- 97 

Sag strain GB00206                  RIASDETAIIDGQVVDLREAAAHTMLFDGKPLDEDDIDFITAVLSAHFKNKQKD-- 120 

Sag strain Gottschalk 998A          RIASDETAIIDGQVVDLREAAAHTMLFDGKPLDEDDIDFITAVLSAHFKNKQKD-- 120 

Sor phage PH10                      AIATNGDASAP---LDLRDIAAQSMLFDGKPLTEEDIDFITAVLEAHLKNK----- 115 

Spy phage 315.5                     GVTPKNSP---TQTIDLSNLRERVVMFDGKPLSDDDVKKIEAIIKLSLGVGNGEDR 119 

Spy strain SSI-1                    GVTPKNSP---TQTIDLSNLRERVVMFDGKPLSDDDVKKIEAIIKLSLGVGNGEDR 119 

Spy strain GA19702                  GVTPKNSP---TQTIDLSNLRERVVMFDGKPLSDTDVEKIEAIIKLSLGVGNGEDK 119 

Sth phage O1205                     GYDTNESTDVKKESIDLSNLREKVVMFDGKPLSDDDVKKIEQIIRLSIEVTGDED- 134 

Ssu phage phi20c                    HGKANDISPLPTPTIDLSNLRERVVLFDGKPLSDEDVEKITKIIELSLEVSASEDR 162 

Smu strain NLML9                    LVEEHKFVPLNDYAIDIENIPETVMLFDGKPLTDKDKIAIKNLIEIYLGGNKDD-- 120 

                                                   *: :     ::****** : *   *  ::   :  
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durch PSIPRED postulierten Sekundärstruktur von Crh und ImmR ergab, dass das 

´FDGKPL`-Motiv (Abb. 56, A) bzw. die ´FM`-Spaltstelle (B) zwischen zwei Helices lokali-

siert sind und somit gut zugänglich für einen Interaktionspartner wären. Mit Hilfe des Pro-

gramms PredictProtein zur Proteinsequenzanalyse wurde eine Proteinbindestelle an Position 

95, 97 und 98 innerhalb des ´FDGKPL`-Motivs von Crh identifiziert (Ofran und Rost, 2007) 

(Abb. 56, C). Das ´FDGKPL`-Motiv wurde somit als Interaktionsdomäne von Rir postuliert.  

 

 

Die Position der Spaltstellen in ImmR zwischen zwei Helices scheint das Protein leicht zu-

gänglich für die Protease zu machen. Auch die ´FDGKPL`-Sequenz liegt an einer entspre-

chenden Position. Zur Ermittlung, ob die Bindung in diesem Bereich stattfindet, wurde eine 

Crh-Mutante (CrhMut) generiert, die statt ´FDGKPL` das Motiv ´VDRKAL` trug. Diese zeigte 

dennoch eine DNA-Bindeaktivität in einem EMSA, die durch GST-Rir nicht gehemmt wer-

den konnte (vgl. Abb. 33). Diese Ergebnisse könnten ein Hinweis dafür sein, dass die Bin-

dung von Rir tatsächlich in dem ´FDGKPL`-Motiv am Anfang der Oligomerisierungsdomäne 

von Crh stattfindet. Trotz der putativen Proteaseaktivität von Rir konnte weder durch das Pro-

tein allein, noch in Kombination mit aktiviertem RecA, eine Spaltung des Repressors nach-

Abb. 56. Postulierte Sekundärstruktur des Repressors Crh (A) und ImmR aus B. subtilis (B) (PSIPRED). Die 

´FDGKPL`-Sequenz in Crh, innerhalb derer eine Protein-Protein-Interaktionsdomäne (ISIS) durch PedictProtein 

postuliert wurde (C) und die ImmA-Spaltstelle ´FM` in ImmR sind in gelb hervorgehoben. Helices sind durch H, 

coils durch C gekennzeichnet.  
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gewiesen werden. Zwar traten immer wieder zwei Formen des Proteins mit einem Größenun-

terschied von 2 bis 3 kDa auf, die bereits bei der Aufreinigung aus E. coli ausgemacht wur-

den, jedoch konnte das größere Protein nicht durch Inkubation mit Rir und RecA in das klei-

nere überführt werden. Diese zwei Proteine mit geringem Größenunterschied wurden auch bei 

anderen GST-Proteinen wie der Crh-Mutanten GST-CrhMut (vgl. Abb. 26) und GST-RecA 

(vgl. Abb. 65 im Anhang) detektiert und schienen daher keine für das Protein spezifische 

Spaltung darzustellen. Bis auf diesen Unterschied der Nicht-Spaltung könnte aufgrund fol-

gender Parallelen von einer äquivalenten Regulation der Induktion von TP-J34 und dem 

ICEBs1-Transposon ausgegangen werden: i) identische genetische Organisation mit divergent 

transkribierten Genen; ii) Aufeinanderfolge eines Repressors und einer Zink-Metalloprotease 

in einem Operon; iii) Unterdrückung der Transkription durch den Repressor; iiii) fehlende 

RecA-Autoproteolyse-Stelle in den Repressoren; und iiiii) fehlende pH-induzierte Autoprote-

olyse der Repressoren. Neben den beiden bereits genannten Antirepressor-Systemen tempe-

renter Phagen wie sie durch Kim und Ryu (Kim und Ryu, 2013) zusammengefasst wurden, 

stellt das hier beschriebene System mit einer downstream des Repressors gelegenen Zink-

Metalloprotease als Antirepressor ein neuartiges dar. Aufgrund der Ergebnisse der in vivo- 

und in vitro-Analysen von Crh wird vermutet, dass der Repressor zur Induktion des lytischen 

Zyklus nicht degradiert wird (4.1.5). Unterstützt wird diese Hypothese dadurch, dass bisher 

keine Systeme, in denen Phagen-Repressoren durch einen Antirepressor proteolytisch gespal-

ten werden, beschrieben wurden. Dies ist bisher nur von bakteriellen Repressor-

Antirepressor-Systemen bekannt (Bose et al., 2008; Ludanyi et al., 2014). Weiterhin wurden 

noch keine Repressoren beschrieben, die einer Proteolyse in einem ´FDGKPL`-Motiv unter-

liegen. Damit würde Crh neben den Repressoren der Phagen Phi186, Gifsy-1/-2, SPC32H und 

TP901-1 zu den Repressoren zählen, die zur Inaktivierung nicht gespalten werden. Es wird 

von einer RecA-abhängigen Induktion des Phagen TP-J34 ausgegangen, bei der RecA den 

Repressor nicht direkt inaktiviert, sondern wahrscheinlich über eine Aktivierung oder Stabili-

sierung von Rir eine Inaktivierung des Repressors durch dessen Bindung induziert (Abb. 57). 

Inwiefern RecA und eventuell andere Komponenten der SOS-Antwort Einfluss auf Rir haben 

kann nicht abschließend gesagt werden. 
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Abb. 57. Postuliertes Modell zur Erhaltung des lysogenen Zustands und zur Induktion des Prophagen TP-J34 

während der SOS-Antwort. 
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6 Ausblick 

 

Diese Arbeit lieferte Erkenntnisse über ein neuartiges System der Prophagen-Induktion und 

stellt somit einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der Phagen-Biologie. Es wurde heraus-

gefunden, dass der Prophage TP-J34 einer RecA-abhängigen Induktion unterliegt, bei der 

RecA den Repressor nicht direkt zur Autoproteolyse anregt. Stattdessen interagiert Rir als 

Antirepressor mit Crh. Eine Spaltung des Repressors durch Rir konnte nicht gezeigt werden. 

Um definitiv eine Spaltung ausschließen zu können müsste dies aber noch eingängiger unter 

verschiedenen Puffer-Bedingungen, z. B. mit Zink-Ionen, untersucht werden. Mit bereits be-

gonnenen Konstruktionen der Plasmide pBADcrh und pBADcrhMut sollten das Repressor-

Protein und seine Mutante über einen C-terminalen His-tag aufgereinigt werden. Dann sollte 

eine in vitro-Inkubation von Crh-His bzw. CrhMut-His mit RecA und Rir erfolgen. Die Re-

pressor-Proteine mit His-tag würden den Vorteil bieten, dass sie nicht wie Crh* durch das 

gleichgroße Rir* auf SDS-PAGE verdeckt würden und ein mögliches Spaltprodukt durch ei-

nen His-Antikörper nachweisbar wäre. Zur in-vivo-Analyse könnten die His-tag-Repressoren 

in pMG36e eingebracht und deren Zustand in unbehandelten und mit MMC behandelten S. 

thermophilus J34f-2 untersucht werden. Im Falle eines auftretenden Spaltprodukts des Re-

pressors sollte dieses über eine Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation(MALDI)-

Massenspektrometrie analysiert werden, um herauszufinden, ob die Spaltung in der postulier-

ten ´FDGKPL`-Stelle stattfindet. Da hier zumindest eine Rir-Bindungsdomäne vermutet wird, 

müssten zur Bestätigung dieser Hypothese weitere Interaktionsanalysen der Mutanten GST-

CrhMut bzw. CrhMut-His und Rir folgen. Herauszufinden wäre außerdem, durch welche Kom-

ponenten der SOS-Antwort (vornehmlich RecA) und auf welche Weise Rir beeinflusst wird, 

damit die Inaktivierung des Repressors induziert und eine lytische Entwicklung eingeleitet 

wird. Um eine Involvierung von HdiR mit LexA-ähnlicher Funktion bei der Induktion des 

TP-J34-Prophagen zu ermitteln, würde ein Knockout des Gens und die anschließende Analyse 

einer Induzierbarkeit des Prophagen Aufschluss geben. Die Funktion von Coh und Ant könnte 

durch eine pMG36e-erzielte Expression in S. thermophilus J34f-2 weiter aufgeklärt werden. 

Das putative Antirepressor-Protein Ant könnte mit Hilfe des bereits konstruierten Plasmids 

pGEXant aufgereinigt und auf eine Interaktion mit dem Repressor Crh hin untersucht werden. 

Zur Interaktionsanalyse der verschiedenen Proteine könnte eine Co-Immunpräzipitation (Co-

IP), die anfänglich erprobt wurde, als weitere Methode herangezogen werden. 
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7 Zusammenfassung 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die wichtigsten cis- und trans-regulatorischen Elemente des 

TP-J34-Lysogeniemoduls auf ihre Funktion hin untersucht und deren Rolle bei der Entschei-

dung zwischen einer lysogenen und lytischen Entwicklung des Phagen diskutiert. Mit Hilfe 

von 5`RACE-PCR wurden die Promotoren P1, Pltp und Pint durch Ermittlung der Transkripti-

onsstartpunkte lokalisiert und bestätigt. Die DNA-Bindefunktion der putativen Repressoren 

Crh* und Coh* wurde mittels EMSA nachgewiesen und deren Bindestellen in der crh-coh- 

und coh-ant-intergenen Region mit Kompetitionsassays lokalisiert. Crh* konnte an alle vier 

postulierten Operatoren O1A, O1B, O2 und O3 binden, während Coh* lediglich an O3 in der 

P1-Promotorregion binden konnte. In der Aminosäuresequenz des Repressors Crh wurde kei-

ne typische RecA-Autoproteolyse-Spaltstelle gefunden und nachweislich erfolgte keine Spal-

tung durch aktiviertes RecA aus S. thermophilus J34f-2, während HdiR mit LexA-ähnlicher 

Funktion aus S. thermophilus J34f-2 erfolgreich degradiert wurde. Außerdem wies Crh* keine 

pH-abhängige Autoproteolyse auf. Rir*, eine putative Zink-Metalloprotease, konnte aufgrund 

einer Hemmung der DNA-Bindung von Crh* als Antirepressor ermittelt werden. Ein beste-

hender Crh*-DNA-Komplex konnte durch Rir* nicht gebunden werden oder der Komplex 

gelöst werden. Die reprimierende Wirkung erfolgte durch Komplexbildung mit dem Repres-

sor in Lösung, die über Quervernetzungen und native PAGE nachgewiesen werden konnte. 

Eine Rir-Überproduktion in S. thermophilus J34f-2 induzierte eine lytische Entwicklung des 

Prophagen. Sequenzvergleiche von Streptococcus Phagen-Repressoren, die von einer Rir-

homologen Protease begleitet werden, ließen eine Interaktion dieser mit dem konservierten, 

C-terminalen ´FDGKPL`-Motiv in den Repressoren vermuten. Tatsächlich konnte Rir* die 

DNA-Bindung einer Crh*-Mutante mit einem ´VDRKAL`-Motiv in einem Kompetitionsas-

say nicht hemmen. Eine Spaltung von Crh* durch Rir* in vitro konnte nicht nachgewiesen 

werden und auch eine in vivo-Degradierung des Repressors während der Induktion von TP-

J34 durch MMC konnte nicht eindeutig belegt werden. Aufgrund der vielen Parallelen konnte 

ein ähnliches regulatorisches System zum ICEBs1-Transposon und Prophagen ø105 von B. 

subtilis postuliert werden, bei dem der Repressor zwar RecA-abhängig, aber nicht direkt 

durch RecA, sondern durch einen Antirepressor, inaktiviert wird. 
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8 Summary 

 

In this study, individual components of the TP-J34 lysogenic module were examined for their 

function and their role in the decision between a lysogenic and lytic development of the phage 

was discussed. With the aid of 5'RACE-PCR, the promoters P1, Pltp and Pint were localized 

and confirmed by determining the transcription start points. The DNA binding function of the 

putative repressors Crh* and Coh* was shown by means of EMSA and their binding was lo-

cated to the crh-coh- and coh-ant-intergenic region with competition assays, respectively. 

Crh* could bind to all four postulated operators O1A, O1B, O2 and O3, whereas Coh* could 

only bind to O3 in the P1 promoter region. In the amino acid sequence of the repressor Crh, 

no typical RecA autoproteolysis cleavage site was found and cleavage by activated RecA 

from S. thermophilus J34f-2 could not be determined, whereas HdiR from S. thermophilus 

J34f-2, which exhibits a LexA-like function, could be successfully degraded. Furthermore, 

Crh showed no pH-dependent autoproteolysis. Rir*, a putative zinc metalloprotease, could be 

shown to be an antirepressor due to an inhibition of the DNA binding of Crh*. Crh* bound to 

the operator DNA could not neither be bound by Rir* nor could the complex be dissociated. 

The repressing effect was achieved by complexing with the repressor in solution, which could 

be detected by cross-linking and native PAGE. Rir overproduction in S. thermophilus J34f-2 

induced lytic development of the prophage. Sequence comparisons of Streptococcus phage 

repressors accompanied by a Rir-homologous protease suggested an interaction of these with 

the conserved C-terminal 'FDGKPL' motif in the repressor. In fact, Rir * could not inhibit the 

DNA binding of a Crh* mutant with a 'VDRKAL' motif in a competition assay. A cleavage of 

Crh* by Rir* in vitro could not be demonstrated. In addition, an in vivo degradation of the 

repressor during the TP-J34 induction by MMC could also not be unequivocally demonstrat-

ed. Due to the many parallels, a similar regulatory system to the ICEBs1 transposon and pro-

phage ø105 of B. subtilis could be postulated, in which the repressor is inactivated, but not by 

RecA, but by an antirepressor. 
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9 Anhang 

Geräte und Materialen 

Tab. 32. Bezugsquellen der verwendeten Geräte und Materialien. 

Gerät/Material Model/Typ Hersteller 

Bunsenbrenner Phoenix II Schuett, Göttingen 

Deckelflasche 25 ml – 2 l Schott AG, Mainz 

Eismaschine AF 100 AS Scotsman® Frimont S.p.A. Pogliano MIL (MI) 

Elektroporations-Küvette  

 

Gene Pulser/E. coli Pulser 

(0,1 cm Spaltbreite) 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Elektroporator Electroporator 2510 Eppendorf AG, Hamburg 

Erlenmeyerkolben 50 ml – 2 l Schott AG, Mainz 

Falkon-Röhrchen Cellstar® Tubes, 50 ml Greiner Bio One, Frickenhausen 

Filterpapier Gel Blot Paper GB005 Whatman, Sanfort (USA) 

Filter f. Proteinkonzentrierung  Amicon (3 K, 10 K) Merck Millipore, Darmstadt 

Geldokumentationskammer Universal Hood II Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Gelelektrophorese-Kammer Mini-Sub® Cell GT Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Glasglimmerplatte  Plano GmbH, Wetzlar 

Glasperlen Ø 0,11 mm B. Braun Biotech Intern. GmbH, Melsungen 

Glaspipetten 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml Brand GmbH & CO KG, Wertheim 

Herdplatte Ceran Schott, Jena 

Kupfernetz 400 mesh, Ø 3 mm  Plano GmbH, Wetzlar 

Kühltruhe (- 20 °C) Comfort Plus Siemens AG, München 

Kühlzentrifuge J2-21  

5417 R 

Beckmann Coulter GmbH 

Eppendorf AG, Hamburg 

Laminiergerät  Typ 381 Krups GmbH, Offenbach 

Magnetrührer MR3002C Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 

Schwabach 

Messbecher 25 ml – 500 ml Schott AG, Mainz 

Messzylinder 10 ml – 1 l Schott AG, Mainz 

Mikrodialyse-Filter Millipore (0,2/ 0,45 µm) Merck Millipore, Darmstadt 

Mikroskop Axioskop 40 Carl Zeiss AG, Jena 

NanoDrop 2000c Pequlab GmbH, VWR, Darmstadt 

Nitril-Handschuhe rotiprotect Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Objektträger  Menzel GmbH, Braunschweig 

Parafilm  Pechiney Plastic Packaging, Chicago (USA) 

Petrischale  Greiner Bio-One, Frickenhausen 

pH-Metter Delta 340 Mettler-Toldeo GmbH, Gießen 

Photometer Nanocolor
®
 500 D Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren 

PCR-Tubes  Eppendorf AG, Hamburg 

Pipette  Reference Research Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettenspitzen Filtertips u. ohne Filter Eppendorf AG, Hamburg 

Power-Supply Mini Power Pack P20 Biometra GmbH, Göttingen 

Reinstwasseranlage arium® pro  Sartorius AG, Göttingen 

Schüttler Rocky Edmund Bühler GmbH, Hechingen 

SDS-PAGE-Kammer Eco-Mini Biometra GmbH, Göttingen 

SDS-PAGE-Power Supply PS304 Biometra GmbH, Göttingen 

Seitenarmkolben 100 ml, 300 ml, 500 ml Schott AG, Mainz 
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Sicherheitswerkbank Claire Berner International GmbH, Elmshorn 

Spritze Syringe, 10 ml Terumo, Eschborn 

Sterilbank ELB 2448 LAF-Technik, Hamburg 

Spritzenfilter (0,2/0,45 µm) Whatman® Schleicher und Schüll, Dassel 

Thermoblock CHB-202 BIOER 

Thermocycler Mastercycler Eppendorf AG, Hamburg 

Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg 

Tubes (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Safe-Lock Tubes Eppendorf AG, Hamburg 

UV-Tisch UV-Transilluminator UVP, INC. 

Vortex Mixer Vortex Genie 2
TM

 

Vortex Mixer  

Scientific Industries Inc., Boheia 

neo Lab, Heidelberg 

Waage AX2202 Sartorius AG, Göttingen 

Wasserbad MC Julabo, Seelbach 

Zellmühle FastPrep FP120 Bio 101 Savant Instruments Inc., Farmingdale 

(USA) 

Zentrifuge 5415 C, 5415 D, 5417 C 

Labofuge M 

Eppendorf AG, Hamburg 

Heraeus Sepatech 

Zentrifugenbecher  500 ml, Thermo Scientific 

Nalgene® 

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold 

 

Chemikalien 

Tab. 33. Verwendete Chemikalien mit ihren Bezugsquellen. 

Chemikalie Hersteller 

Agar-Agar Merck KGaA, Darmstadt 

Agar (Bacto-) BD Becton Dickinson, Le Pont de Claix (F) 

Agarose AppliChem GmbH, Darmstadt 

Ammoniumperoxodisulfat Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelzen 

Ampicillin-Natriumsalz AppliChem GmbH, Darmstadt 

Ascorbinsäure (L+) AppliChem GmbH, Darmstadt 

Bisacrylamid/Acrylamid Mix (40 %) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Borsäure Merck KGaA, Darmstadt 

Bromphenolblau Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Chloroform  Merck KGaA, Darmstadt 

DL-Threonin Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze 

Dimethylsulfoxid  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Dithiothreitol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Eisessig (99 % Essigsäure) Merck KGaA, Darmstadt 

Erythromycin Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelzen 

Ethanol (vergällt/unvergällt) Merck KGaA, Darmstadt 

Ethidiumbromid AppliChem GmbH, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure  AppliChem GmbH, Darmstadt 

Fleischextrakt BD Becton Dickinson, Sparks (USA) 

Gelatine Merck KGaA, Darmstadt 

Guanidinhydrochlorid Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Glucose (D+) Merck KGaA, Darmstadt 

Glutaraldehyd Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Protino
®

Glutathione Agarose 4B Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Düren 
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Glycerol (85 %) Merck KGaA, Darmstadt 

Glycin Merck KGaA, Darmstadt 

Hefeextrakt BD Becton Dickinson, Le Pont de Claix (F) 

HEPES Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelzen 

IPTG AppliChem GmbH, Darmstadt 

Isoamylalkohol Merck KGaA, Darmstadt 

Isopropanol (2-Propanol) Merck KGaA, Darmstadt 

Lithiumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 

Magermilch BD Becton Dickinson, Le Pont de Claix (F) 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat  Merck KGaA, Darmstadt 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt 

Mutanolysin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Natriumchlori AppliChem GmbH, Darmstadt 

Natriumacetat Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumhydoxid  Merck KGaA, Darmstadt 

Phenol AppliChem GmbH, Darmstadt 

Phyton-Pepton BD Becton Dickinson, Le Pont de Claix (F) 

Poly-Pepton BD Becton Dickinson, Le Pont de Claix (F) 

Saccharose Merck KGaA, Darmstadt 

Salzsäure (37 %) Merck KGaA, Darmstadt 

Sodiumdodecylsulfat  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Tetramethylethylendiamin AppliChem GmbH, Darmstadt 

Threonin (DL-) Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelzen 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan AppliChem GmbH, Darmstadt 

Trypton BD Becton Dickinson, Sparks (USA) 

Uranylacetat Agar Scientific, Stansted (GB) 

 

Software und Programme 

Tab. 34. Eingesetzte Software und ihre Anwendungsbereiche. 

Software  Anwendungsbereich Hersteller/Quelle 

BlastN/BlastP Abgleichung einer Nukleotid-

/Aminosäuresequenz mit einer Daten-

bank 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

?PRO-

GRAM=blastn&PAGE_TYPE=Blast

Search&LINK_LOC=blasthome 

Chromas Lite 2.11 Analyse von Chromatogrammen http://www.softpedia.com/get/Science

-CAD/Chromas-Lite.shtml 

Clustal Omega Multiples DNA- und Protein-Alignment   http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clust

alw2/ 

ExPASy ProtParam Berechnung physikalischer und chemi-

scher Parameter von Proteinen 

http://web.expasy.org/protparam/ 

ExPASy Translate Tool Translation einer DNA-Sequenz in eine 

Aminosäuresequenz 

http://web.expasy.org/translate/ 

Ligation Calculator Berechnung der Menge an Insert-DNA 

für eine Ligation 

http://www.insilico.uni-

duesseldorf.de/Lig_Input.html 

NEBcutter V2.0 Lokalisierung von Restriktionsstellen in 

einer Nukleotidsequenz 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ 

OligoAnalyzer 3.1 Primer Design http://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
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PredictProtein Proteinanalysen, Vorhersage von Sekun-

därstrukturen 

https://www.predictprotein.org 

PSIPRED v.3.3 Vorhersage von Protein-

Sekundärstrukturen 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ 

Quantity One 1-D Analy-

sis Software  

Bearbeitung von Agarosegelbildern Bio-Rad 

Sigmaplot Erstellen von Diagrammen und Graphi-

ken 

Systat Software Inc. 

SMART Proteinanalysen http://smart.embl-heidelberg.de/ 

Snapgene Erstellen von Plasmidkarten, Klonierun-

gen, Primer 

 

  

Kits 

Tab. 35. Verwendete Kits und ihre Anwendungsbereiche. 

Kit Anwendungsbereich Hersteller 

5`/3`RACE Kit, 2nd Generation Amplifizierung von 5`/3` cDNA-

Enden 

Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim 

DNA Clean & Concentrator
TM

 DNA-Aufreinigung und -

Konzentrierung  

Zymo Research Europe GmbH, 

Freiburg 

Zymoclean
TM

 DNA Gel Recovery DNA-Extraktion aus Agarosegelen Zymo Research Europe GmbH, 

Freiburg 

High Pure PCR Product Purifica-

tion 

Aufreinigung von PCR-Produkten Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim 

NucleoSpin
®

 Plasmid und Plasmid 

QuickPure  

Minipräparation von high- und low-

copy Plasmiden 

Macherey-Nagel GmbH & Co. 

KG, Düren 

Quick Ligation
TM

  Ligation New England Biolabs GmbH, 

Frankfurt a. M. 

ZR Plasmid Miniprep
TM

-Classic  Minipräparation von Plasmid-DNA Zymo Research Europe GmbH, 

Freiburg 
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Physikalische Plasmidkarten 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 58. Plasmidkarte von pGEX-6P-1 (4.984 bp).                    Abb. 59. Plasmidkarte von pGEX-6P-1orf3 (5.330 bp). 

 

 

Abb. 51. Plasmidkarte von pGEX-6P-1 (4.984 bp).Abb. 

52. Plasmidkarte von pGEX-6P-1orf3 (5.330 bp). 

 

Abb. 60. Plasmidkarte von pSK6 (5.327 bp).     Abb. 61. Plasmidkarte von pMG36e (3.611 bp).                        
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Abb. 62. Plasmidkarte von pG
+
host9 (3.749 bp).     
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Nukleotidsequenzen der Gene recA und hdiR aus S. thermophilus J34f-2 

recA-Gen aus S. thermophilus J34 (1.155 bp) 
 

ATGGCTAAGAAAACAAAGAAAACAGAAGAAATCACAAAGAAGTTTGGTGATGAGCGTCGCAAAGCACTCG 

ACGATGCATTAAAAAACATTGAAAAAGATTTTGGTAAGGGTGCAGTTATGCGTCTTGGTGAGCGTGCAGA 

GCAAAAAGTTCAGGTTATGAGCTCAGGCTCGCTAGCTTTGGATATTGCTCTTGGTGCGGGTGGTTACCCT 

AAAGGTCGTATTATTGAAATTTACGGACCAGAATCATCAGGTAAAACAACTGTTGCCCTTCATGCAGTTG 

CTCAGACTCAAAAAGAAGGTGGCATCGCAGCTTTTATCGATGCCGAGCATGCTCTTGACCCTGCGTATGC 

AGCAGCTCTAGGTGTTAATATCGATGAGCTTCTTTTGTCGCAGCCTGATTCTGGTGAGCAAGGTCTCGAA 

ATTGCAGGTAAGCTGATTGACTCTGGTGCAGTGGATTTAGTTGTTGTTGACTCAGTTGCGGCCTTGGTAC 

CACGTGCAGAAATTGATGGAGATATTGGTGACAGTCATGTAGGACTTCAAGCGCGTATGATGAGTCAAGC 

CATGCGTAAACTTTCTGCATCTATTAATAAAACAAAAACGATTGCTATCTTTATTAACCAGTTGCGTGAA 

AAAGTTGGTATCATGTTTGGTAACCCAGAGACTACCCCAGGTGGACGTGCTTTAAAATTCTATGCATCAG 

TACGTCTTGATGTACGTGGTAATACACAAATTAAAGGAACCGGTGACAAAAAGGACCAAAATGTTGGTAA 

GGAAACCAAGATTAAGGTTGTTAAAAACAAAGTTGCTCCACCATTTAAAGAAGCTTTTGTTGAAATTATG 

TATGGCGAAGGAATTTCACAAACCGGTGAACTTGTAAAAATTGCAAGTGATATAGGCATTATTCAGAAAG 

CCGGAGCTTGGTTCTCATATAATGGGGAGAAAATTGGTCAAGGATCTGAAAATGCTAAAAAGTATTTAGC 

AGATCACCCTGAGATTTTTGCAGAAATCGATCATAAAGTACGCGTACACTACGGTCTGGTTGAGCTAGAT 

GAGGACGATGTTGTTGAAGATACACAAGTTGAAGACACACAAGTTGAAGACACGTCTGATGAACTCATTC 

TAGATCTTGATTCAACCATTGAAATCGAAGAATAA 

 

 

 

hdiR-Gen aus S. thermophilus J34 (690 bp) 
 

ATGTTTTCAGGACAAAGACTTAAAGAGATTCGAGAAGCACAAGGAATGAGTCAAGCATCAGTAGCTAAGC 

ATCTAGGGATTTCGCGCTCCTCTTATTTTAACTGGGAAAATGGTAAGACGAAACCAAATCAAAAGAATCT 

ATCGGTACTGGCTGAACTATTTGGTGTAGCCGAGACCTATTTTCTGTCTGAACACGAGATTGTTGAAGTG 

TACTTGGAATTAAATGAGGAAAATCGTCAAGAAGCTTTGCGATTCACTAAAGCTCTTCTGGAGGAACAAG 

AAGCAGAAAAGAAGAAATCACCCGTTATCCCACTTTACTCTTACAAAGTTTTCGAGCGTTTATCAGCCGG 

AACAGGTTATACTTATTTTGGTGATGGCAATTATGATGAAGTTTTCTACGATGAAGAAATAGATCATGAT 

TTTGCATCATGGGTATTTGGAGACTCTATGGAACCTACCTACCTAAATGGTGAAGTCGTGCTGATCAAGC 

AAACAGGTTTTGATTATGATGGCGATGTCTATGCTGTAGACTGGGATGGTCAAACCTATATCAAAAAGGT 

TTATCGTGAGGAGGATGGTCTTCGTTTGGTTTCTCTTAATAAACGGTATGGTGACAAATTTGCTCCTTAT 

GATGAAGACCCTCGAATCATCGGTAAAATTGTTGGTAACTTCATGCCTATTGAGGCTTAG 

 

 

 

 

 

 

 

recA-Gen aus S. thermophilus J34 (1.155 bp) 
 

ATGGCTAAGAAAACAAAGAAAACAGAAGAAATCACAAAGAAGTTTGGTGATGAGCGTCGCAAAGCACTCG 

ACGATGCATTAAAAAACATTGAAAAAGATTTTGGTAAGGGTGCAGTTATGCGTCTTGGTGAGCGTGCAGA 

GCAAAAAGTTCAGGTTATGAGCTCAGGCTCGCTAGCTTTGGATATTGCTCTTGGTGCGGGTGGTTACCCT 

AAAGGTCGTATTATTGAAATTTACGGACCAGAATCATCAGGTAAAACAACTGTTGCCCTTCATGCAGTTG 

CTCAGACTCAAAAAGAAGGTGGCATCGCAGCTTTTATCGATGCCGAGCATGCTCTTGACCCTGCGTATGC 

AGCAGCTCTAGGTGTTAATATCGATGAGCTTCTTTTGTCGCAGCCTGATTCTGGTGAGCAAGGTCTCGAA 

ATTGCAGGTAAGCTGATTGACTCTGGTGCAGTGGATTTAGTTGTTGTTGACTCAGTTGCGGCCTTGGTAC 

CACGTGCAGAAATTGATGGAGATATTGGTGACAGTCATGTAGGACTTCAAGCGCGTATGATGAGTCAAGC 

CATGCGTAAACTTTCTGCATCTATTAATAAAACAAAAACGATTGCTATCTTTATTAACCAGTTGCGTGAA 

AAAGTTGGTATCATGTTTGGTAACCCAGAGACTACCCCAGGTGGACGTGCTTTAAAATTCTATGCATCAG 

TACGTCTTGATGTACGTGGTAATACACAAATTAAAGGAACCGGTGACAAAAAGGACCAAAATGTTGGTAA 

GGAAACCAAGATTAAGGTTGTTAAAAACAAAGTTGCTCCACCATTTAAAGAAGCTTTTGTTGAAATTATG 

TATGGCGAAGGAATTTCACAAACCGGTGAACTTGTAAAAATTGCAAGTGATATAGGCATTATTCAGAAAG 

CCGGAGCTTGGTTCTCATATAATGGGGAGAAAATTGGTCAAGGATCTGAAAATGCTAAAAAGTATTTAGC 

AGATCACCCTGAGATTTTTGCAGAAATCGATCATAAAGTACGCGTACACTACGGTCTGGTTGAGCTAGAT 

GAGGACGATGTTGTTGAAGATACACAAGTTGAAGACACACAAGTTGAAGACACGTCTGATGAACTCATTC 

TAGATCTTGATTCAACCATTGAAATCGAAGAATAA 

 

 

hdiR-Gen aus S. thermophilus J34 (690 bp) 

Abb. 63. Nukleotidsequenz des recA- und hdiR-Gens aus S. thermophilus J34f-2. Die Primersequenzen, die 

anhand der entsprechenden Gene aus S. thermophilus LMD-9 konstruiert wurden, sind gelb markiert. Zu den 

nächsten BlastN-hits abweichende Nukleotide im hdiR-Gen sind blau dargestellt.  

 

 

Abb. 53. Nukleotidsequenz des hdiR- und recA-Gens aus S. thermophilus J34f-2. Die Primersequenzen, die 

anhand der entsprechenden Gene aus S. thermophilus LMD-9 konstruiert wurden, sind gelb markiert. Zu den 

nächsten BlastN-Hits abweichende Nukleotide im hdiR-Gen sind blau dargestellt.  

 

 

Abb. 54. Nukleotidsequenz des hdiR- und recA-Gens aus S. thermophilus J34f-2. Die Primersequenzen, die 

anhand der entsprechenden Gene aus S. thermophilus LMD-9 konstruiert wurden, sind gelb markiert. Zu den 

nächsten BlastN-Hits abweichende Nukleotide im hdiR-Gen sind blau dargestellt.  

 

 

Abb. 55. Nukleotidsequenz des hdiR- und recA-Gens aus S. thermophilus J34f-2. Die Primersequenzen, die 

anhand der entsprechenden Gene aus S. thermophilus LMD-9 konstruiert wurden, sind gelb markiert. Zu den 

nächsten BlastN-Hits abweichende Nukleotide im hdiR-Gen sind blau dargestellt.  
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Aminosäuresequenzen der aufgereinigten Proteine und des RecA (NEB)  

Abb. 64. Aminosäuresequenzen der aufgereinigten Proteine mit und ohne (*) GST-tag und des RecA-Proteins 

aus E. coli ER2502 (NEB). Der GST-tag mit der Erkennungssequenz der PreScission
TM

 Protease ´LEVLFQG` 

(schwarz) ist in hellrot gezeigt. Die Spaltung erfolgt zwischen ´Q` und ´G`, sodass die fünf Aminosäuren 

´GPLGS` (grün) am N-Terminus der Proteine verbleiben. Punktmutationen sind in hellblau dargestellt. RecA-

Autoproteolyse-Spaltstellen ´AG` sind in rot und die katalytisch aktiven Aminosäuren Serin (S) und Lysin (K) in 

orange dargestellt. 

 

 
Abb. 57. Aminosäuresequenzen der in dieser Arbeit aufgereinigten Proteine mit (GST-Crh) und ohne GST-Tag 

(*) und des RecA-Proteins aus E. coli ER2502  (NEB). Der GST-Tag mit Erkennungssequenz der PreScission 

Protease
®
 LEVLFQG (schwarz) ist in hellrot gezeigt. Die Spaltung erfolgt zwischen Q und G, sodass die fünf 

Aminosäuren GPLGS (grün) am N-Terminus der Proteine verbleiben. RecA-Autoproteolyse-Spaltstellen (AG) 

sind in rot und die katalytisch aktiven Aminosäuren Serin (S) und Lysin (K) in orange dargestellt. 
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Abb. 66. Spaltung von GST-RecA aus S. thermophilus J34f-2 in ΔGST-RecA und GST-ΔRecA im Zuge der 

Aktivierung gezeigt auf einer 12%igen SDS-PAGE. Nicht-aktives GST-RecA zeigt eine Größe von etwa 68 kDa 

(1), während über Nacht aktiviertes GST-RecA in zwei Fragmente zerfiel (2). M: Protein Marker VI (Appli-

Chem). 

Abb. 67. Spaltung von GST-Rir (42 kDa) in Ansätzen mit aktiviertem RecA* (ohne GST-tag, 42 kDa) aus S. 

thermophilus J34f-2 gezeigt auf einer 12%igen SDS-PAGE. M: Protein Marker VI (AppliChem). 

Abb. 65. Aufgereinigte Proteine GST-RecA und GST-LexA mit zusätzlichen, durch Anti-GST auf einem Wes-

tern Blot detekrierten Proteinfragmenten. Das Eluat von GST-RecA zeigt mit einer direkt unter dem eigentlichen 

GST-Fusionsprotein auftretenden Bande ein ähnliches Bandenmuster wie die Eluate von GST-Crh M: Protein 

Marker VI (AppliChem). 
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Größenstandards 

 

Tab. 36. Verwendete DNA-, RNA- und Protein-Größenstandards. 

DNA Ladder 1 kb und  

DNA Ladder 100 bp plus 

(AppliChem) 

GeneRuler
TM

 DNA Ladder Mix 

(Thermo Fisher Scientific) 

100 bp DNA Ladder 

(NEB) 

 
  

RiboRuler
TM

 High Range RNA 

Ladder 

(Thermo Fisher Scientific) 

Protein Marker VI 

(AppliChem) 

Roti®-Mark STANDARD 

Roti®-Mark 10-150 plus 

(Carl Roth) 
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