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Einleitung

Obwohl Campylobacter spp. typische Stressantwortmechanismen wie der
Sigma-Faktor RpoS fehlen, sind sie in der Lage, die Hindernisse entlang der
Lebensmittelkette zu Uberwinden. Hierbei sind Stressoren wie Austrocknung,
Kéaltestress, oxidativer und osmotischer Stress, Anderungen des pH-Wertes
sowie besonders der Hitzestress von Bedeutung.

Eine Beteiligung klassischer Hitzeschockgene an der Hitzeschockantwort von
C. jejuni konnte bereits belegt werden. Einzelheiten Gber die Mechanismen und
deren regulatorische Faktoren sowie die Uberlebensstrategien von C. coli und
C. lari bei hohen Temperaturen sind aber unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Stressantwort von C. jejuni, C. coli und C. lari bei
46 °C zu charakterisieren. Frihere Untersuchungen zeigten eine geringere
Uberlebensrate von C. coli und C. lari gegeniiber C. jejuni unter Hitzestress.
Um diese phénotypischen Unterschiede zu erklaren, wurden die sequenzierten
Transkriptome nach einem Hitzestress untersucht.

Material und Methoden

Bakterienstamme, Medien und Wachstumsbedingungen

C. jejuni NCTC11168, C. coli RM2228 und C. lari RM2100 wurden in Brucella-
Bouillon bei 37 °C mikroaerob inkubiert, bis eine ODgy, von 0,1 bis 0,2 erreicht
war (ca. 108-10° KbE/ml). Vor der RNA-Extraktion wurden die Kulturen geteilt
und jeweils fur 30 min bei 37 °C bzw. 46 °C inkubiert.

Ergebnisse
Transkriptom-Sequenzierung

Nach einem 30-minutigen Hitzeschock von 46 °C ist die Expression von 3 %
der C. jejuni-Gene und 9 % der C. coli- und C. lari-Gene reguliert (Tab. 1).

Tab. 1: Absolute und relative Anzahl signifikant regulierter Gene (log2 fold change >1 und <-1, p-value
<0,05) aus den mit DESeq ausgewerteten Transkriptomdaten

C. jejuni C. coli C. lari
Analysierte Gene 1721 2038 1610
Regulierte Gene 3 % (n=45) 9 % (n=178) 9 % (n=141)

Plasmid-codiert -
89 % (n=40)
11 % (n=5)

20 % (n=37)
69 % (n=123)
31 % (n=55)

2 % (n=4)
45 % (n=63)
55 % (n=78)

hochreguliert

herunterreguliert

Orthologenmapping der differentiell exprimierten Gene

Lediglich sechs Gene (clpB, hrcA, grpE, dnakK, groES und groEL) zeigen in allen
drei Spezies eine gesteigerte Expression (Abb. 1, Box I). C. coli zeigt bei
einigen Genen eine ahnliche Regulation der Genexpression wie C. jejuni bzw.
C. lari (Abb. 1, Box Il). Fur den Uberwiegenden Teil der Gene existiert in keiner
der anderen Spezies ein entsprechendes Ortholog oder Gen mit regulierter
Expression (Abb. 1, Box Ill). Wenige Gene zeigen eine gegensatzliche
Regulation der Expression (Abb. 1, Box 1V).
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Abb. 1: Orthologenmapping der nach einem Hitzeschock differentiell exprimierten Gene
Rot: gesteigerte Expression, grun: verringerte Expression, gelb: keine regulierte Expression, grau: kein
Ortholog vorhanden

Diskussion

Die Transkriptomanalysen zeigen deutliche Unterschiede bezuglich der
Hitzestressantwort der einzelnen Campylobacter-Spezies. Die einzigen Genen,
deren Expression in allen drei Spezies gleichermaflen reguliert wird, kodieren
fur Chaperonen bzw. ihre Regulatoren und gehéren zu den Kklassischen
Stressantwortgenen. Mit der bisherigen Auswertung lassen sich die hitze-
bedingten phanotypischen Differenzen noch nicht erklaren. Dies kénnte daran
liegen, das jeweils ein hoher Anteil an reguliert exprimierten Genen bislang
keiner funktionellen Gruppe zugeordnet sind. Vor allem die spezies-spezifisch
bei C. jejuni induzierten Gene kdnnten die erhdhte Hitzetoleranz gegenuber
C. coli und C. lari begriinden und werden weiter untersucht.

Zunkunftig kdnnen RNA-Seq-Experimente in der Lebensmittelmikrobiologie
eine wichtige Rolle spielen, um Informationen tber das Uberleben von Mikro-
organismen in der Lebensmittelkette und deren Anpassung an subletale
Faktoren (z. B. technologische Stressoren) zu generieren.

RNA-Extraktion

Die RNA wurde unter Verwendung einer Hot-Phenol-Methode extrahiert[*].
RNA-Integritdt und Menge wurden mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) bestimmt.

Transkriptom Sequenzierung (RNAseq)
Die Erstellung der Libraries und die Sequenzierung (llluminua HiSeq, 100
Zyklen im Single-End-Modus) erfolgten durch die Vertis Biotechnologie AG.

Bioinfomatische Auswertungen

Die Sequenzierungsdaten wurden mit der RNA-analysis pipeline RAPL version
0.1 prozessiert[2l, Dabei wurden Standardparameter gemaR segemehl Version
0.1.3 fur das Alignment und DESeq 1.12.0 fir die Genexpressionsanalysen
verwendet[341,

Das Orthologenmapping erfolgte nach den besten bidirektionalen BLAST
Treffern (max. e-value 0,1; min. Lange 20 nt; min. 60 % der beiden
Sequenzen).

Die funktionelle Gruppierung wurde aus der eggNOG4.0 Datenbank
(www.eggnog.embl.de) tbernommen.

Funktionelle Gruppierung der differentiell exprimierten Gene

Die differentiell exprimierten Gene verteilen sich auf viele funktionelle Gruppen
(Abb. 2). Bei C. jejuni, C. coli bzw. C. lari sind 49 %, 70 % bzw. 45 % der
differentiell exprimierten Gene keiner oder einer funktionell nicht naher
charakterisierten Gruppe zugeordnet (Abb. 2 Gruppe R, S, n.c).

Die Gene aus der Gruppe O (Chaperone) zeigen in allen drei Stammen nur
eine Hochregulation der Expression. Sowohl bei C. coli als auch bei C. lari
konnen sich innerhalb einer funktionellen Gruppe sowohl gesteigerte als auch
verminderte Expressionsraten zeigen.

C. jejuni C. coli

[C] Energy production and conversion

i . [N] Cell motility
[D] Cell cycle, cell division, chromosome partitioning  [0] Posttranslational modification, protein turnover, chaperones

[E] Amino acid transport and metabolism
[F]1 Nucleotide transport and metabolism
[G] Carbohyd transport and

[H] Coenzyme transport and metabolism [S] Function unknown

[11 Lipid transport and metabolism [T] Signal transduction mechanisms

[J ] Translation, ribosomal structure and biogenesis  [U] Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
[K] Transcription [V] Defense mechanisms

[L ] Replication, recombination and repair [n.c.] Not categorized

[M] Cellwall/membrane/envelope biogenesis

[P] Inorganic ion transport and metabolism
[Q] Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
[R] General function prediction only

Abb. 3: Funktionelle Gruppierung der nach Hitzeschock differentiell exprimierten Gene von
C. jejuni, C. coli und C. lari
up: gesteigerte Expression, down: verringerte Expression
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