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1.Introduzione



1.1. Batteri lattici

| batteri lattici costituiscono un gruppo di eulattgram-positivi molto diffuso
nellambiente dove occupano nicchie ecologiche onaliverse che vanno dalla
superficie delle piante al tratto gastrointestirdileolti animali.

Si tratta di batteri sferici o a bastoncino, isolatraggruppati in corte catene,
immobili, catalasi negativi e non sporigeni; esEi® anaerobi aerotolleranti poiché
sopravvivono in presenza di ridotte concentrazobnssigeno, ma non possedendo
citocromi o altri enzimi contenenti il gruppo ens®no incapaci di sintetizzare ATP
attraverso un metabolismo respiratorio.

La denominazione di batteri lattici deriva dalled@apacita di produrre acido lattico
guale principale, talvolta unico, risultato finalella fermentazione dei carboidrati,
caratteristica che conferisce loro un’elevata atalleranza. La loro crescita, infatti,
e possibile anche quando il pH del mezzo raggiuraderi inferiori a 5.0. Questa
peculiarita ha un gran valore selettivo poiché celfortemente la competizione con
molti altri batteri ed organismi presenti nellassi nicchia ecologica.

La classificazione riportata ndbergey’s Manual of Determinative Bacteriology
(Holt, 1989), colloca i batteri lattici sferici dalfamiglia delleStreptococcaceae
guelli a bastoncino nella famiglia delleactobacillaceae Inoltre, sono distinti in
mesofili e termofili a seconda che l'intervallo td@mperatura ottimale di crescita e

compreso trai 25 e 37 °C oppure tra i 38 e 44 °C.



| batteri lattici sono molto esigenti dal puntovita nutrizionale. Non vi e crescita in
presenza di ammonio come unica fonte di azoto eramas auxotrofia per diversi
aminoacidi, vitamine, basi puriniche e pirimidinechTale caratteristica potrebbe
essere il risultato di un adattamento a nicchidoggche nutrizionalmente ricche,
come il latte, pertanto, questi microrganismi abesio perso alcune funzioni
acquisendone altre (Godo et al., 1993). Esempiali tapacita adattativa sono
I'utilizzo del lattosio attraverso il sistema fosfansferasico ( De Vos e Gasson,
1989), lo sviluppo di un efficiente sistema protead che permette loro di ricavare
peptidi ed aminoacidi dalla degradazione dellaioasgPritchard e Coolbear, 1993)
e la perdita della funzionalita dei geni per lasmtesi di alcuni aminoacidi.

Per quanto attiene al sistema proteolitico, essssipdono un sistema di proteasi
molto sofisticato, che permette loro di crescerambienti ricchi di proteine e poveri
di aminoacidi liberi. | batteri lattici che vivoneel latte, ad esempio, soddisfano la
richiesta di aminoacidi con la proteolisi delle fgine, soprattutto della caseina, che é
guella piu abbondante e caratterizzata da un @es@itenuto in prolina. In questo
processo rivestono maggiore importanza, in quaespansabili del primatep di
degradazione della caseina, le proteinasi di parelielare che appartengono alla
medesima famiglia dellproteinasi multi-domairfCourtin et al., 2002). L’ ulteriore
degradazione degli oligopeptidi prodotti, € dovatéintervento di una serie di

endopeptidasi e di di- e tri-peptidasi.



1.2. Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilug uno dei batteri lattici maggiormente utilizzati
nell'industria lattiero-casearia, esso forma caténeellule sferiche prive di motilita
(fig. 1).

E’ un batterio termofilo, anaerobio aerotollerardffettua un metabolismo di tipo
omofermentativo, producendo acido lattico L (+)egisto della fermentazione del
lattosio, saccarosio, trealosio e glucosio. Es&sag in maniera ottimale a 42°C
(Salminem e Von Wright, 1993), ma puo vivere a terafjure comprese tra i 20 ed i
50°C (De Roissart e Luquet, 1994).

L’'impiego di S. thermophilugn campo alimentare riguarda soprattutto la pramhe
dello yogurt e dei formaggi le cui fasi di lavoraze richiedono temperature anche di
50°C. Combinazioni diS. thermophiluscon diversi ceppi di. Bulgaricus sono
utilizzate anche nella preparazione della mozzareld uno studio ha dimostrato
come la diversa specificita proteolitica dei ceppmbinati possano influire sulle
proprieta della mozzarella, quali la digeribilitalae compattezza (Oommen et al.,
2002).

Negli ultimi anni si stanno evidenziando le progxieenefiche fornite all’'organismo
dal consumo di cibi fermentati dai batteri lattigh qualita di adiuvanti nella
stimolazione della risposta immunitaria negli arlinr@ nelluomo (Faure et al.,

2001). Numerose evidenze sperimentali mostrandivitégt antimutagenica dei



prodotti fermentati cois. thermophilue L. bulgaricus dovuta al rilascio durante la
fermentazione, di componenti specifici (Bodana e,H&90). Tale attivita, unita alle
condizioni fisico-chimiche create da questi battamel colon, all'attivita
immunostimolante, al controllo della microflora astinale coinvolta nella
produzione di carcinogeni, ed al legame e degradaziei medesimi, potrebbe avere
un ruolo nella prevenzione del cancro del colorrditima e Rafter, 1999). Inoltre, e
noto da tempo, che cellule 8i thermophilusinattivate al calore, mostrano attivita
antitumorale contro il fibbrosarcoma nei ratti (Kiakt al., 1996).

Quando coltivato in lattes. thermophilusavendo una ridotta attivita proteolitica nei
confronti della caseina, manifesta una scarsa dapdc proliferazione e per tale
motivo, nei processi di fermentazione del latt@@sso utilizzato in simbiosi con altri
batteri lattici i quali, pur richiedendo anch’edai presenza nel mezzo d'alcuni
aminoacidi e vitamine, sono tuttavia capaci di ddgre piu efficientemente le
proteine e rendere cosi disponibili gli aminoaaidhiesti. Per la produzione dello
yogurt, ad esempioS. thermophilusviene coltivato nel latte pastorizzato, in
associazione cobbactobacillus delbruecksspbulgaricus.

Lo sviluppo della tecnologia del DNA ricombinanta &avuto grande importanza per
lo studio diS. thermophilusSono state infatti messe a punto una serie didiee di
trasformazione al fine di manipolare geneticameaqesto microrganismo che non
possiede una competenza naturale (Mercenier, 19%9@alisi effettuate tramite

pulsed-field gel electophoresiPFGE) hanno permesso di definire la lunghezza del



genoma diS. thermophiluxhe, come per gli altri batteri lattici, risultauftosto
limitata (Roussel et al., 1994). Lo studio effettuau diversi ceppi ha rivelato che la
maggior parte e priva di plasmidi. Un ristretto rmsmne presenta uno solo di piccole
dimensioni, e solo in rari casi e stato possibiibedrne due o tre nella stessa cellula
batterica. Date le piccole dimensioni, la maggiantg dei plasmidi ds. thermophilus

rimangono criptici ( Turgeon e Moineau, 2001).

Figura 1: Immagine al microscopio elettronico anstane diS. thermophilus

1.3. Importanza biotecnologia dei batteri lattici

| batteri lattici sono utilizzati da circa quattrdananni nella produzione di cibi

fermentati qualyogurt formaggi e alti derivati del latte, nella lavoi@ze di prodotti
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lattiero-caseari e nella conservazione degli alimé&nquanto producono proteine ad
azione antimicrobica, le batteriocine. Le proprié¢a batteri lattici si sono rivelate di
grande utilitd anche per la salute dell'uomo. L& Ipresenza nel latte, ad esempio
permette la riduzione del contenuto di lattosidfidimente digeribile per circa il
90% della popolazione adulta mondiale (Chassy ephiyr1993). Con la nascita
dell'industria alimentare essi hanno acquisito mportanza sempre maggiore, fino a
diventare I'elemento centrale di alcuni processisgdtore. L’acidificazione prodotta
nel mezzo di crescita, inibisce i batteri che comteano i cibi, favorendo sia la
conservazione delle sostanze alimentari che gaitadi sostanze aromatiche, le quali
conferiscono ai prodotti finiti proprieta nutriziain ed aromi differenti rispetto al
prodotto alimentare di partenza. Molte fermentazimaustriali vengono avviate
utilizzando ceppistarter congelati o liofilizzati, ed € noto che entramhiegqti
processi rappresentano una condizione di feitessper la cellula che puo essere
danneggiata dalla formazione di cristalli di ghiace dalle variazioni di osmolarita,
fenomeni che determinano l'alterazione dell'integridella membrana e della
funzionalita metabolica. Per questo motivo €& fonelatale comprendere i
meccanismi adattativi al freddo ed i fattori chesgumno influenzare la sopravvivenza
al congelamento. E’ inoltre noto che molte fermeioiai si bloccano quando il
prodotto, come ad esempioyogurt viene conservato a bassa temperatura (4°C). In

guesta condizione pero, continua, anche se lentamarproduzione di acido lattico,
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determinando una progressiva acidificazione detigito che puo diventare inadatto
al consumo.

Durante i processi di produzione, i microrganisntilizzati sono sottoposti a
condizioni di stress notevoli e di diversa natwame ad esempio, variazioni di
temperatura, livelli di pH e salinita, che possa®berminare condizioni fisiologiche
molto lontane da quelle ottimali per la crescitdcuhi batteri sono in grado di
resistere meglio di altri a condizioni diress grazie all’evoluzione di complessi
sistemi che regolano le risposte adattative. Pestguragioni, € molto importante
comprendere le modalita di adattamento dei balédtici agli stress in generale.
Infatti, una migliore e piu dettagliata compressiotiei meccanismi adattativi, a
livello sia molecolare che fisiologico, porterebdeonoscenze di grande interesse e
valore applicativo e potrebbe essere un punto depza per ottimizzare i processi
fermentativi a bassa temperatura, limitare e cdatelo sviluppo di patogeni nei
prodotti alimentari e quindi, migliorare le prestau industriali dei batteri lattici e le
modalita di conservazione degli alimenti. Ad esempiisolamento di ceppi batterici
mutati nel meccanismo di risposta allstress da freddo e la successiva
caratterizzazione dei geni coinvolti, € un passaggdispensabile per ottenere
microrganismi piu resistenti e che siano allo staéesnpo finemente regolabili nella
loro attivita fermentativa alle diverse temperatudmche per questo I' utilizzo di

ceppi selezionati con particolari caratteristicheesdistenza aglstress determinera

sicuramente un aumento della qualita e della coagame dei prodotti.
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1.4. Fenomeno detold shock batterico

In seguito ad un abbassamento di temperatura)lidecbatteriche devono far fronte
a diversi problemi: (1) le strutture secondarie ABIA a del’lRNA si stabilizzano e
cio puo influire sulla ricombinazione, sull’efficiea della traduzione dei messaggeri
e della replicazione del DNA; (2) la formazionelddolla di trascrizione , formata
dal complesso DNA-RNA polimerasi, necessaria pézidre tale processo, puo
essere impedita, soprattutto nei batteri mesdifibccandone l'inizio; (3) la fluidita
della membrana citoplasmatica diminuisce e cicugriza le funzioni associate alla
stessa, come il trasporto attivo e la secreziddasins, 1994).

Per fronteggiare i problemi causati datloockda freddo i batteri hanno evoluto una
risposta adattativa denominatald shock responsgrazie alla quale rispondono allo
stressda freddo alterando la sintesi proteica e alcungttsre cellulari come la
membrana citoplasmatica, nel tentativo di adati@isi nuove condizioni ambientali
(Gounot, 1991).

A sequito delloshocktermico, per un certo periodo di tempo, variabidespecie a
specie, le cellule arrestano la crescita e tutfarieioni ad essa associate. Questa fase
e denominata acclimatazione: le cellule percepd@bbassamento di temperatura
ed azionano il sistema di rispostald shock,costituito da una serie di proteine
deputate allo svolgimento di diverse funzioni. Ingé&equentemente coinvolti in

guesta risposta adattativa, codificano per protehe contribuiscono al corretto
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svolgimento di funzioni essenziali come la trasone (usA, la traduzioneigfB), la
degradazione di mRNAp(p (Bae et al., 2000) e la ricombinaziomedpd). Sono
inoltre coinvolti altri geni la cui funzione a bastemperatura non € stata ancora
completamente compresa (Varcamonti et al., 2008)agdgiunta a dette proteine,
vengono sintetizzate delle de-saturasi che congendo aumentare la fluidita della
membrana per effetto dell'incremento della prodoeiodi acidi grassi insaturi
(Cossins, 1994), nonché una famiglia di proteineod@natecold shock proteins
(CSP). Si tratta di una famiglia di proteine dicair7 KDa ad induzione transiente,
che si ritiene siano coinvolte in una serie di fanezcellulari come la trascrizione, la
traduzione e la ricombinazione del DNA (SchumarGQ®@. Esse potrebbero anche
funzionare come RNAhaperon dato che possiedono siti di legame per acidi
nucleici a singolo filamento (motivi RNP di legam¥RNA), per tali caratteristiche
esse potrebbero quindi ridurre al minimo le stmatttsecondarie dellmRNA,
facilitando percio il processo di traduzione (Graumm et al., 1997). CspA (7.5 KDa)
e la proteina maggiormente espressa in molte spmtieriche (Goldstein et al.,
1990), essa € la principale CSP H. coli ed e in grado di svolgere
contemporaneamente funzione di RMNWBaperon di attivatore trascrizionale e
regolatore del suo gene ( Jiang et al., 1997).

Le CSPs svolgono un ruolo fondamentale nella risposld shocke nella ripresa
della crescita a bassa temperatura, promuovendpididella traduzione nelle cellule

matabolicamente inattive. Benché non osservatetini toatteri, le si ritrovano in un
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ampio numero di Gram-positivi e Gram-negativi cofesubtilis(Graumann et al.,
1997),E. coli(Yamanaka et al., 1998)Le lactis (Wouters et al., 1998).

La specie batteric&. coli € quella meglio analizzata in rapporto alla rispa®ld
shock(Thieringer et al., 1998). Quando celluleEdicoli vengono trasferite da 37 °C
a 10 °C, si arresta la crescita cellulare per ci#care; durante questa fase di
acclimatazione, avvengono numerosi cambiamentlfigici: aumenta la quantita di
acidi grassi insaturi di membrana e la sintesi tiAD RNA e di gran parte delle
proteine viene bloccata. L'arresto della cresctialsra essere causato principalmente
dall'inibizione della traduzione. Infatti, la press di strutture secondarie,
all’'estremita 5’ dei messaggeri indotte dall’ablamsento di temperatura, impedisce
I'attacco dei ribosomi alle sequenze Shine-Dalgamadi fatto, I'inizio della
traduzione. Anche iB. subtilissi conoscono diversi dettagli di tale sistema tatiat
(Graumann et al., 1997) : CspB é coinvolta nelleetanza al congelamento, come
dimostrato dall’ utilizzo di un ceppo deleto pegédnecspBche mostra una diminuita
sopravvivenza al congelamento; € cosi stato ipatizzhe le CSPs abbiano una
funzione anticongelamento che riduce il danno ta#u provocato da talstress
(Willimsky et al., 1992). Per comprendere la fumacsvolta dalle CSPs, sono stati
effettuati esperimenti di congelamento-scongelamedit cellule batteriche, ad
esempio si e osservato che celluld_dlactis pre-incubate a 10 °C per 4 ore, prima

del congelamento, aumentano il grado di sopravazaeth un fattore 100. Poiché tale

fenomeno non si osserva se le cellule sono trattatecloramfenicolo duranteabld
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shock e evidente che la sintesi proteica € necessdfiacte# si verifichi I
adattamento (Wouters et al., 2001). Si ritiene leh€SPs inL. Lactis migliorino la
sopravvivenza al freddo o direttamente attraveisostabilizzazione degli acidi
nucleici, o indirettamente attraverso I' induziode altri fattori e proteine (CIP),
specifiche della risposta al freddo, agendo consplamente come proteine con
funzione di regolazione.

Solo da pochi anni si € cominciato a studiar8.ithermophilud fenomeno detold
shock l'adattamento a basse temperature e la criopariez Considerata la sua
temperatura minima di crescita, gli esperimenttald shockvengono generalmente
effettuati a 20 °C. Il ceppo CNRZ 302 8i thermophilug stato analizzato per la
capacita di sopravvivere al congelamento. Dopoimraebazione a 20 °C per 2 e 4
ore e successivo congelamento, si osservano sgiii aumenti nella
sopravvivenza rispetto alle colture di controlloirdttamente congelate senza
pretrattamento), dopo 4 ripetuti cicli di congelaneescongelamento. Per
'adattamento al congelamento ottenuto mediante-epp®sizione a bassa
temperatura, € richiesta la sintesi proteica, cgiaesservato ih. lactis (Wouters et
al., 1999).

Nonostante quanto detto sulle proteine CSPs, meéita ancora da approfondire per
stabilire I'esatta funzione di esse e di altre @ro# indotte dalcold shocknel

fenomeno della crioprotezione $ thermophilus
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1.5. Fenomeno delheat shock batterico

Quando le cellule vengono esposte ad una temparpiuralta di quella ottimale di
crescita, viene alterata la loro fisiologia interhéesposizione ad alte temperature
interferisce principalmente con la struttura delleteine, le quali non mantengono la
conformazione nativa, e quindi non solo non riescpiu ad esplicare la propria
funzione, ma possono formare degli aggregati mdédeicdannosi per la cellula. Per
far fronte a questo problema la cellula € in gratloeffettuare una risposta
denominataheat shockLe cellule riconoscono le proteine non nativen@tarate,
assemblate in maniera scorretta, danneggiate oe@agy), le riparano, laddove
possibile, o le distruggono, se irreversibilmenteerate. La rispostdneat shock
consiste nell’induzione rapida di wetdi geni che codificano per lereat shock
proteins (HSP). Diversi dati sperimentali hanno evidenzieke questi geni sono
regolati non solo da stress da caldo, ma anchérdépa di stress classificabili in tre
gruppi: (1) Fattori chimico-fisici: aumento di teematura, variazione del pH o dell’
osmolarita, irradiazione con luce UV, (2) Sostanmetabolicamente dannose:
etanolo, antibiotici, metalli pesanti, agenti che&ndeggiano il DNA; (3) Processi
metabolici complessi: carenza di carbonio ed anudainfezioni virali, stress
ossidativi.

Ulteriori dati sperimentali hanno dimostrato chetaioni nei geni codificanti per

alcune HSPs influenzano diversi processi biologene la replicazione del DNA, la

17



sintesi del’RNA e la divisione cellulare ed in@ltche alcune HSPs sono presenti a
bassi livelli anche durante la crescita cellulargemperature normali. Per questo
motivo si ritiene che le HSPs svolgono un ruololanekllula non specificamente
limitato alla risposta allo stress termico. Talelouconsisterebbe nel monitorare la
stato fisiologico della cellula, tenendo sotto cold la struttura secondaria e
terziaria delle proteine cellulari ( Hendrich e tat993).

In base al ruolo che svolgono nella risposta heatlsle HSPs vengono divise in: (1)
proteasi ATP-dipendenti quali ClpP, ClpQ, Lon, FtsBegP; (2) chaperon
molecolari Clp/Hspl100 (ClpA, ClpB, ClpX, ClpY), DHae il complesso GroEL/
GroES.

Le proteasi ATP-dipendenti hanno il ruolo di deguad i polipeptidi
irrimediabilmente danneggiati durante il periodo siiess (Gottesman e Maurizi,
1992). Gli chaperon molecolari solubilizzano glgeegati proteici legandoli in modo
transiente, hanno il compito di prevenire un foidiprematuro delle proteine e di
promuovere, in vivo, il raggiungimento di uno “statonformazionale corretto” (
Hendrich e Hartl, 1993). Ad esempio, DnaK e Grolitsieme con i loro co-
chaperon, GroES per GroEL, DnalJ e GrpE per Dnakeragiscono in modo
transiente con substrati proteici denaturati, pgyadirne l'aggregazione e favorirne
il ripristino della conformazione nativa (Bukau en#ich, 1998).

| geni di resistenza agéitressgiocano un ruolo importante nella virulenza diedsi

patogeni. Ad esempio, istaphylococcus aureusiurante l'infezione di cellule
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epiteliali umane, é stata evidenziata I'induzioredlad sintesi di DnaK e GroESL
(Qoronfleh et al., 1998).

Gli chaperonGroEL e GroES, che i&. coli sono richiesti per la crescita a tutte le
temperature (Fayet et al., 1989), vengono forteen@mtiotti da diverse forme di
stress, responsabili della denaturazione protektighower, 1991). Gli operoni
groESLe dnaK sono sottoposti ad una regolazione sia positigayth all’ intervento

di fattori o alternativi (Yura et al., 1993) che negativa, davall’azione di un
repressore , HrcA, che interagisce con una sequewveded repealR), denominata
CIRCE (Controlling Inverted Repeat of Chaperon Expresgi@osizionata a monte
degli operoni (Zuber e Shumann, 1994). Uactobacillus johnosoniiloperone
groES/groEL e indotto dheat shock e la sua massima attivita trascrizionale si
osserva in seguito ad Uneat shocla 55 °C e I'esposizione da 15’ a 30’ di cellule in
fase logaritmica a questa temperatura, incremdngrado di sopravvivenza al
congelamento. Questo risultato suggerisce cheudimheheat shocklell’'operone in

L. johnsonij fornisce una certa protezione al congelamentdes un breve pre-
trattamento heat shock pud essere usato per provocare lincremento della
concentrazione dchaperon cosa che, oltre ad offrire una protezione aggrant
contro la denaturazione proteica, puo migliorartitteesse la generale tolleranza dei
lactobacilli agli stressincontrati durante la produzione e conservazioneotture

fermentative o probiotiche (Walzer et al., 1999).
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1.6. | repressori CtsR, HrcA Rr01 e la risposta abl stress.

S. thermophilugome detto in precedenza € uno dei microrganisati aeme starter
per la produzione di molti prodotti fermentate. due capacita di resistere agli stress
ambientali durante la produzione o la conservazemme ceppo starter congelato o/e
essiccato e di importanza fondamentale. Riescemwavere a variazioni di pH, di
temperatura, alla carenza di nutrienti, al congelam a stress di tipo ossidativo ed
osmotico. E’ stato osservato che sia la carenzautlienti che l'esposizioni a
condizioni di stress sub-letali, portano ad un camento sostanziale
dell’espressione proteica (Arena et al., 2006; 8wzt al., 2007; Zotta et al., 2008) e
molti geni e prodotti genici sono stati associditadattamento agli stress (termico,
acido ed ossidativo) (Wouters et al., 1999; ThibeksFernandez, Gintz, Leblond-
Bourget e Decaris, 2001; Thibessard et al., 200ihe&i et al., 2002; Thibessard et
al., 2004; Varcamonti et al., 2003, 2006).

Nei batteri LAB sia HrcA (repressore dei geni disde | irB. subtilig, che si lega ad
elementi CIRCE (Controlling Inverted Repeats of @#ran Expression) (Naberhaus,
1999) e CtsR (repressore dei geni di classe livodiinnella risposta allo stress B
subtilis), che riconosce una sequenza eptanucleotidicargDatr al., 1999), sono
implicati  nella regolazione dell'espressione deglkkhaperon molecolari
(GrpE/DnaK/DnalJ, GroEL/GroES) e delle proteasi €lpe ATPasi (ClpP, ClpX,

ClpC, CIpE,ClpL etc) (van de Cucite et al. 200Xpattivamente. Anche se la
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regolazione pud essere significativamente differedad quella dei batteri Gram
positivi comeB. subtilis &€ stata comunque osservata una doppia regoladeparte

di CtsR ed HrcA per alcuni operoni di alcuni batieAB (Chastanet et al., 2001,
Chastanet and Msadek, 2003; Crandvalet et al.,)20086ltre, la proteina CcpA
coinvolta nel controllo dei cataboliti, regola [fEessione di alcuni geni coinvolti
nella risposta allo stress (Castaldo et al.,, 20B6mer et al.,, 2007) e degli
streptococci del gruppo A; il sistema covR/covSumaruolo nella regolazione di
molti geni tra cui geni essenziali per la virulerezéa risposta allo stress (Federle et
al., 1999; Dalton and Scott, 2004; Churchward 200#W) S. thermophilusla
regolazione della risposta allo stress e simileuallg di S. salivarius La proteina
HrcA di S. thermophilue stata caratterizzata da Martirani et al. (208d)e stato
trovato che controlla I'espressione di DnaK e l'ape GroESL tramite un legame
con la sequenza CIRCE conservata nei promotorudsti operoni. HrcA funziona
come un dimero e la sua attivita di legame al DNDNA-binding) dipende dalla
presenza di GroEL. Chastanet et al. (2001) hanoeaps che ci sono siti di legame
per HrcA e CtsR nei promotori degli operoni groESL molti streptococci %.
pneumoniae, S. pyogenes, S. mutans, S. agalactiaetecoccus lactjs Pero inS.
thermophilussembra che groESL sia regolato soltanto da Hrcerfa et a., 2006).
Chastanet e Msadek (2003) hanno dimostrato ché.imsalivarius ClpP, che
appartiene ai geni di classe Il B subtilis € doppiamente regolato sia da CtsR che

da HrcA e che possono essere identificati siadsitegame per CtsR che elementi
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CIRCE nel promotore ClpL d. thermophilusinoltre, nei genomi db. thermophilus
CNRZz1066 (TIGR Locus: NT85ST0369) ed LMG18311 (TIGRocus:
NT09STO0373) vi sono geni omologhi di covR, noti @nD1.

La regolazione di operoni di stress ha un ruoloartgnte nella sopravvivenza dei
batteri in condizioni normali di crescita ed in darioni di stress, tale regolazione
puo essere influenzata dallo stato generale dallula batterica come e stato
dimostrato in numerose specie tra tuiactis (Varmanen et al., 2000§. pyogenes
(Woodbury e Haldenwang, 2003; Chastanet et al.1 (B mutangKajfasz et al.,
2009) eLb. sake(Hufner et al., 2007).

E’ stato dimostrato inoltre che esiste un’elevataabilita nella risposta allo stress tra
I diversi ceppi diS. thermophilussolati da diverse fonti (Zotta et al., 2008)relze
se un pre-adattamento allo stato acido o caldeltile in fase esponenziale aumenta
la tolleranza allo stress acido e caldo, questovaba per tutti i ceppi. Tra i diversi

ceppi diS. thermophilusSfi39 mostra una relativamente bassa tolleralasaess.

1.7. tmRNA

Il tmRNA, codificato dal genssrA € stato identificato per la prima voltabn coli
come un piccolo RNA, lungo 363 basi, avente unailitékelettroforetica di 10S

(Lee et al., 1978; Chauhan e Apirion, 1998; Ohl.et1890). Il suo nome deriva dalla
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presenza di due domini separati, uno funziona ctitiNA e I' altro come mMRNA
(fig. 2). Il tmRNA e generalmente conservato tra gbatteri (Williams, 2002);
I'inattivazione del genessrA puo essere letale o meno a seconda della specie
considerata. L'assenza del tmRNA influenza la kegg@a di alcuni batteri: ife. coliil
tmRNA e essenziale ad alte temperature (Oh e Apiti®91); inB. subtilisil ceppo
selvatico puo crescere normalmente anche a 52 &@frenquello deleto non € in
grado di crescere ad una temperatura superiore@ g49uto et al., 2000).

Questi dati evidenziano che il tmRNA contribuiscEadattamento cellulare a
temperature superiori a quella ottimale di crescita

In alcuni batteri esso e richiesto per lo svilupletla virulenza (Novick et al., 1993) ;
in un mutante del genssrA di Salmonella entericaad esempio, viene persa la
patogenicita (Julio et al., 2000).

Il tmRNA dirige la trans-traduzione, un complessstesna che permette, mediante
successiva proteolisi, di eliminare le proteinenttte originatesi a causa slock
termici o di altri stressche alterano la funzionalitd dei sistemi trasonale e
traduzionale, consentendo il riciclo degli amindac{Keiler et al., 1996) e
soprattutto, il rilascio dei ribosomi 70S, fermimwlecole di mMRNA incomplete.

I tmRNA e carico alla sua estremita 3’ con l'amacalo alanina (Stepanov a
Nyborg, 2003); inB. subtilis e stato dimostrato che il tmRNA interagisce con i
ribosomi 70S e non con le subunita 50S e 30S, néi @mlisomi (Ushida et al.,

1994); inE. coli, e stato accertato che il caricamento del tmRNA Kalanina é
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necessario sia per l'interazione di esso con isoba che per la marcatura terminale
della proteina (Tadaki et al., 1996).

A sequito di tali osservazioni, per spiegare lazfane ed il meccanismo d’azione del
tmRNA, fu proposto il modello della trans-traduzoffig. 3) (Atkins e Gesteland ,
1996).

Tale modello si compone di quattro fasi: (1) il thR agisce come un tRNA
aminoacilato con alanina all’estremita 3'CCA (tmRNA entra nel sito A del
ribosoma traducente fermo sull’ mMRNA (Rudinger let 999); (2) I' alanina viene
trasferita al peptide tronco, ed il tmRNA traslaza sito A al sito P del ribosoma; (3)
I’'mRNA dungue, non continua su di esso, ma suleveérORF interna del tmRNA,
guest’ultima, inE. coli codifica per la sequenza decapeptidica AANDENYAIcAg
viene aggiunta al C-terminale della catena poligega tronca (Tu et al., 1995); (4)
in corrispondenza del codone stiop del tmRNA, il complesso di traduzione si
dissocia, rilasciando il peptide “marcato” che sapdindi degradato mediante
proteolisi.

Le proteasi coinvolte nella degradazione del peptitharcato” sono sia
citoplasmatiche ATP-dipendenti quali, ClpXP, langrpale, e CIpAP (Gottesman et
al., 1998), sia periplasmatiche ATP-indipendentialg Tsp e HtrA (Spiers et al.,
2002), che legate alla membrana, come FtsH (Heanhah, 1998).

La degradazione mediata da CIpXP €& incrementatBattialta di una proteina

associata al ribosoma, SspB, la quale si lega fspoiente alla sequenza (AAND)
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N-terminale del decapeptide (Levchencko et al.,020thentre ClpXP riconosce la
sequenza (ALAA) C-terminale del decapeptide (Flghal., 2001).

La trans-traduzione puo avvenire in tre casi :i({@hposomi sono fermi all’estremita
3’ di mRNA tronchi; (2) i ribosomi rallentano a caudella presenza di codoni rari su
messaggeri intatti (Hayes et al., 2002); (3) i stomi sono bloccati in siti dstop
interni di messaggi completi (Sunohara et al., 2002

In E. coli (Withey J. et al., 1999) ed B. subtilis(Muto A. et al., 2000) la molecola
del tmRNA non e essenziale, ma una delezione det g&rA che codifica per il
tmRNA provoca un rallentamento della crescita e@ wnescita influenza dalla
temperatura. Nel cianobatter®ynechocystigde la Cruz et al., 2001) ed & coli
(Luidalepp et al., 2005), la delezione della molaah tmRNA causa un aumento di
sensibilita verso l'inibizione della traduzione. Meisseria gonorrhoeaessrA e
essenziale (Huang et al., 2000). In quest'organjshfenotipo viene restaurato con
I'espressione di un tmRNA che al C-terminale dedequenza target presenta 2
residui di Asp al posto delle Ala. Dal momento dpgesta sostituzione cambia
residui critici nel riconoscimento dei peptidi maticdal tmRNA da parte delle
proteasi Clp si e ipotizzato che é il riciclo debasomi il meccanismo di
funzionamento del tmRNA iN. gonorrhoeaensieme ad una efficiente degradazione

dei peptidi marcati.
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Figura 2: Modello schematico della struttura daRiA\ di E. coli
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Figura 3: Modello della trans-traduzione
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1.8. Scopo della tesi

La risposta adattativa dei batteri agli stressanege e in particolare a quelli termici,
e oggetto di numerosi studi. Notevole studio eostidicato alla conoscenza dei
fenomeni adattativi inS. thermophilus uno dei batteri lattici piu utilizzati
dall’industria lattiero-casearia. Molti processirfentativi, in cui vengono utilizzati
tali batteri, avvengono in condizioni ambientaliltoadiverse da quelle fisiologiche.
Le variazioni di temperatura che le cellule submaxdurante i processi di produzione
e di conservazione degli alimenti, costituiscono gtress al quale esse rispondono
attivando complessi meccanismi metabolici. La canpione dei meccanismi
coinvolti nella risposta agli stress, rappresentgpunto di partenza per migliorare
I'adattamento in condizioni non fisiologiche percl@scita, ed ottimizzare i processi
industriali, permettendo di ottenere prodotti giadivamente migliori.

Nel presente lavoro abbiamo creato dei mutar.dhermophilusli alcuni geni noti
dalla letteratura per essere indotti in condizidnstress di natura acida, termica ed
osmotica, e di geni che codificano per prodottplicati nel processo della trans-
traduzione, visto che uno dei network piu soggadtialterazioni in condizioni di
stress € I'equilibrio della sintesi proteica e deklo degli aminoacidi e dei ribosomi.
Questo studio ci permettera di capire meglio il @t cui questo organismo riesce

ad adattarsi e sopravvivere in condizioni ambieniah ottimali.
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2. Materiali e metodi
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2.1. Ceppi batterici

SFi39 (Lemoine et al., 1997) db. thermophilusé stato utilizzato in tutti gli
esperimenti riportati ed i mutanti sono stati attepartendo da questo ceppo.
DH5a (Sambrook et al., 1989) ed ECl@ikerivato da JIM101 repAKm") (Leenhouts

et al., 1993) dE. coli,sono stati utilizzati come ospiti negli esperimehtcionaggio.

2.2. Terreni di coltura

Terreni utilizzati per la crescita #i. colr

TY: 8g NaCl; 10g triptone; 59 estratto di lievitoy fiero di acqua bidistillata.

Piastre TY-agarstessi ingredienti del terreno TY con l'aggiuntal5 g di agar

batteriologico per litro.
Antibiotici: quando richiesto, I'antibiotico_ampicillinae stato usato ad una

concentrazione finale di 100 pg/ml; I'antibioticote@micina, ad una concentrazione

finale di 100 pg/ml; I'antibiotico_kanamicinad una concentrazione finale di 10

pg/mi.

Terreni utilizzati per la crescita 8i thermophilus
M17: 59 triptone; 5g peptone di soia; 5g estrattoagine; 2.5g estratto di lievito; 0.5g
acido ascorbico; 1g MgS©19g B-Nae-glicerofosfato; per litro di acqua bidistillata;

lattosio alla concentrazione finale del 1%, agguhipo sterilizzazione in autoclave.
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Piastre M17-agar stessi ingredienti del terreno M17 con l'aggiurda agar

batteriologico alla concentrazione finale dell’1%.

Antibiotici: quando richiesto, I'antibiotico_eritromicina stato aggiunto ad una
concentrazione finale dijg/ml.

Terreno utilizzato per la preparazione di cellul& dthermophilugompetenti:
Belliker: 20g triptone; 5g estratto di lievito; 2.5g getati 59 saccarosio; 5g
destrosio; 5g lattosio; 4g NaCl; 1.5g NaAc; 0.5gdacascorbico; 10g estratto di
carne; pH 6.8; per litro di acqua bidistillata.

Piaste Belliker Agarstessi ingredienti del terreno Belliker con I'agga di agar

batteriologico alla concentrazione finale dell’1%.

Terreno utilizzato per lintegrazione del plasmigeshost9 trasformato nel
cromosoma db. thermophilus

HJL: 3% tryptone, 1% yeast extract, 0,2% beef extra@% KHPQO, e lattosio

all'1%.

2.3. Vettori

pGEM-TEasy (Promega)vettore plasmidico linearizzato (~ 3 kb), idealer il

clonaggio dei prodotti di PCR, grazie alla presedzaina base T non appaiata a
ciascuna estremita, che si appaia con la A aggidali|a Taq polimerasi alle

estremita 3’ dei frammenti amplificati. Esso prdaenn gene per la resistenza
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allampicillina e un polylinker all'interno della sequenza codificante per 3a
galattosidasi, cosicché I'eventuale inserzione ifammento di DNA pud essere
verificata con un semplice saggio colorimetrico.

pGhost9:vettore plasmidicshuttle(3.7 kb) capace di replicazione autonoma (grazie
ad un’origine di replicazione derivata da pBR328)osa temperatura permissiva
(30°C). Tale plasmide puo replicarsi i coli EC101 anche a 37°C, ma nonSn
thermophilus essocontiene un gene per la resistenza all’eritromi@dauno per la
proteina RepX, richiesta per la replicazione del plasmide e eoante 4 mutazioni

che rendono attiva la proteina a 30°C ed inatti@& .

2.4. Geni sottoposti a mutagenesi

| geni selezionati per la mutagenesi e i corrisgoitid primer usati per

I'amplificazione di regioni interni sono elencakella tabella 1. Le sequenze sono

state disegnate sulla base del genon& thermophilu€NRZ1066.

Tabella 1: Geni sottoposti a mutagenesi e primati.us

Gene Funzione Primer per I'amplificazione del fraemto interno al gene

Translation elongation factorF: 5 GGCAGAAATTACAGCTAAAC 3

Ts R: 5 AGTGCGGTCCATTTTACCTGGG 3
ATP dependent proteinasg~: 5 CCGAATTGCCGTTCAGAAAGGCG 3’
ATP binding subunit R: 5CCTCTAGATTATTAGCCTTGCAAACGGTTACCC 3

ATP-dependent protease F: 5 CGTGGGGCAAGATE@IL 3
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ATP-binding subunit

R: 5 GGTCAAACTCAACAAGTTCAAGGE’

clpP ATP dependent Clp proteaseF: 5 CCGGTAGTTATTGAACAAAC 3’
R: 5 AGTGCACTCATCCAATTATCACG 3
grpE Heat shock proteinF: 5° GCCTTGACTGAAGATATTAA 3’
chaperonin R: 5 AGTCAGGCATGGTTTGAATAGCC 3’
ctsR Class Ill  stress gend-: 5 CAAGAAATACATCAGATAG 3’
repressos HSP R: 5 GATAGCCGCATCTTCGCCTAAAAC 3
hrcA Heat induciblg F: 5 CGCAAAGGCAAAACGCTATT 3
transcriptional repressor R: 5 TCACCGTGACATTTTCAAGAGC 3
smpB ssrA binding protein F: 5 GCCAAAAGGTGAAGGCAK 3
R: 5 CGCGACGTTTGATTGACTCAC 3’
pfkA 6-Phosphofructokinase F: 5 CGGTTTGCGCATCTTTTGTA 3’
R: 5 AGTCTTGCCAATTCGAGACGTTT 3’
tufA Elongation factor Tu F: 5 CCACACGTTAACATTGGTAC 3
R: 5 AGTCCAGGCGCAGCCAATACTT 3’
Dpr Peroxide resistance protgifF: 5° ACTAGTGACAGATTCAATTAAAG 3
non heme iron-containingR: 5 AGTCATCTGTGATATCCAAGCC 3’
ferritin
gpmA Phosphogluceratomutase | F: 5" GGAACGCGAACTTCGGAGAC 3
R:5 AGTGGCTCCATTATAAGTCTTTG 3
ureC Urea amidohudrolase=: 5 GGGGATAGCGTACGTCTTGG 3
(urease) alpha subunit R: 5 TCAGCCAGCATCACCCATAACAC 3
divivA | Cell  division initiation | F: 5 CAGCGCTTGATATTAAAGAG 3
protein R: 5 AGTGGAGTTGAAGTAATATCATTTG 3
rr01 Response regulatoir: 5° CGCATTTTGATTGTTGAAGATG 3’
(omologo covR) R: 5 AGTGAAGCAAGAGTTCCTCACGGG 3’
SSrA Transfer-messenger RNA-: 5 CTCGTGTGGCGACGTTAACG 3

(tmRNA)

R: 5 CATATTCGTCTACGACC 3’
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2.5. Estrazione del DNA cromosomale

I DNA cromosomale dB. thermophiluseniva estratto partendo da una coltura (13
ml) cresciuta a 42°C o. n., veniva centrifuga#080 rpm per 5, ipellet ottenuto,
risospeso in 1 ml di SUTE, contenente lisozima @/@m), ed incubato per 30’ a
37°C, con agitazione. Veniva effettuata, quinaia wentrifugazione a 7000 rpm per
10’, ed il pelletrisospeso in 1 ml di TE 10/10 (10mM Tris-HCI, pH1I®mM EDTA),
veniva aggiunto 1/10 Vol di SDS 10% el=i Rnasi A (10mg/ml), ed incubato,
quindi, a 37°C, per 30'. Venivano aggiunti poi,u2@i proteinasi K (10mg/ml) ed
ancora incubato a 55°C per 60, al termine dei iquwaniva aggiunto 1/10 Vol di
Tris-HCI 1M, pH 8. Veniva effettuata quindi, un’estione con fenolo-cloroformio
(1:1), cui seguiva centrifugazione a 13000 rpmeRecuperato il sopranatante, il
DNA veniva precipitato con 2% Vol di etanolo aP8%® 1/10 Vol di NaAcetato 3M
a -80°C. Infine, dopo lavaggio con etanolo al 70PANA cromosomale estratto

veniva risospeso in .

2.6. Reazione a catena della polimerasi (PCR)

L’amplificazione dei frammenti interni ai geni sel@enati veniva effettuata con una
reazione di PCR utilizzando come stampo, il DNAwosomale d5. thermophilug,

comeprimers due oligonucleotidi: Forward all’estremita 3’-tarale, e il Reverse
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all'estremita 5-terminale, disegnati sulla sequeninterna dei geni di S.
thermophilus

Questiprimers forniscono l'innesco per la Taq polimerasi, uniet termostabile
capace di catalizzare la reazione di polimerizzaziad alta temperatura. La miscela
di reazione era composta da: DNA cromosomale (50ngimers F e R (M
ciascuno); dNTP (0.2mM); PCR buffer (Invitrogen);g®l, (1.5mM); Tag DNA
polimerasi 5U (Invitrogen); Il programma di PCRegsito, prevedeva 2’ a 94°C e
30 cicli con i seguenti parametri: 30" a 94°C e”4@ 52°C, necessari,
rispettivamente, per la denaturazione del DNA leritiazione degli oligonucleotidi
col filamento complementare, quindi, 1' e 30” a°C2 durante i quali avveniva la
reazione di polimerizzazione. Il prodotto dellazieae veniva visualizzato su gel di

agarosio, eluito e clonato nel vettore pGEM-TEasy

2.7. Gene soeing

Il metodo del gene soeing permette la produzionaatilotti di PCR sovrapposti per
una sequenza di 20-30 bp. Consiste in una sef®C& in cui la prima, porta alla
sintesi di due prodotti di PCR, uno con la modiftkzsiderata al 3’ e I' altro con la
modifica desiderata al 5. Dopo la purificaziona geodotti, si continua con una
seconda PCR di pochi cicli = 7, in cui si usa suttaun primer, in un caso quello che

permette 'amplificazione del filamento che va 8aél 3’ e nell'altro caso quello che
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permette I'amplificazione del filamento complemeataDopo di che si lascia in
ghiaccio per 30", si uniscono le due frazioni erignette in ghiaccio per 30" ed
infine si conclude con un’ultima PCR hot start pleemette |'ulteriore amplificazione
del prodotto con la sequenza sovrapposta internlamimento (fig. 4). Questo
metodo e stato usato per introdurre una modifitataino della sequenza target
della molecola del tmRNA. Abbiamo sostituito 6 codoon altri che codificano per
6 istidine. | primer usati sono elencati nella tib2. | programmi di PCR usati sono
identici a quelli usati per 'amplificazione degliri geni, 'unica cosa che cambia e |l
numero di cicli come detto precedentemente ed sk@ggio nel ghiaccio prima e

dopo aver unito le due frazioni contenenti i simndjiamenti amplificati.
Figura 4: Schema rappresentativo del metodo gexiago

Modificazione del gene ssrA per gene soeing

F1H6 F2H6
— —

l | KNTNSYAVAA | l
— ~—

R1H6 R2H6
SSrA wt sequenza

|

Tag sostituita con 6 H al 3’ Tag sostituita con 6 H al5’
Tm6his

ssrA con la sequenza tag modificata
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Tabella 2: Primer usati nel gene soeing

Nome Sequenza

F1H6 5 CCCTTAGGGTGCAAAGTGGAAACG 3’

R1H6 5 TTAATGAGTGGTGATGGTGATGATTAGTATTTTTTGCAGTTATATTTAACTGAGCG 3’
F2H6 5 AATCATCACCATCACCATCATTAAAACACCTGCTCGCGTCIGACTTCRGCAGATTGC 3’
R2H6 5 GTGAGACACCTAAAACGGTC 3’

2.8. Elettroforesi sul gel di agarosio

Il gel d’agarosio veniva preparato sciogliendo di g@garosio (BIO-RAD) in 100 ml

di TAE 1X, a cui veniva aggiunto bromuro di etidijag/ml.

| campioni di DNA venivano caricati nei pozzettil del e fatti migrare a 100 Volt
insieme ad unstandarddi peso molecolare (1 Kb ladder); ai campioni, pridella
corsa, veniva aggiunto 1/10 Vol di una soluziondodiding buffer (0.5% blu di

bromofenolo; 30% glicerolo). Dopo la migrazioneldande venivano visualizzate

illuminando il gel con luce U. V.
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2.9. Reazione di ligasi

Per il clonaggio veniva utilizzato il plasmide pfAHEasy. La miscela di reazione
era composta da: vettore ed inserto in rapport@radl:3; 5U dell’enzima T4 DNA
ligasi (Promega); buffer di reazione specifico (Rega). La reazione procedeva 0. n.
alla temperatura di 16°C, dopo di che veniva aftgd la trasformazione

aggiungendo, alla reazione di ligasi, 200 ul diuteldi E. coliDH5a competenti.

2.10. Preparazione di cellule diEscherichia coli (DH5a ed EC101)competenti

con CacCl,

Cellule di E. coli, cresciute o.n. a 37°C in terreno TY, venivanoiti 1:100 in
terreno TY (40ml) preriscaldato a 37°C e incubdta atessa temperatura, con
agitazione fino a O.[3=0.5. Dopo una permanenza di 15’ in ghiaccio, vam
centrifugate a 4000 rpm per 7-10" a 4°C, epalletrisospeso in un volume (20 ml)
di CaC} (50mM) preraffreddato, pari alla meta di quelliale. Dopo incubazione
in ghiaccio per 30-60’, veniva centrifugato comesat@to in precedenza, quindi, il
pelletrisospeso in CaglbOmM (1/10 del volume iniziale). Dopo aver lasciéa
sospensione in ghiaccio per un’ora, veniva aggighterolo ad una concentrazione

finale del 20 % . Aliquote delle cellule venivanangelate a -80°C.

38



2.11. Trasformazione diE. coli DH5«

La trasformazione veniva effettuata aggiungendgqlldella miscela di ligasi a 1Q0

di cellule diE. coli (DH50) competenti. | tubi riposti in ghiaccio per 20-&0poi,
per 1’ a 42°C. Quindi, di nuovo in ghiaccio per @n successiva aggiunta di terreno
TY (500ul). Infine, il tutto veniva incubato a 37°C per B60-, piastrato su TY agar
contenente l'antibiotico ampicillina ad una concanione di 100pug/ml , X-Gal ed
IPTG per il saggio colorimetrico dellggalattossidassi e, quindi, incubate a 37°C
0.n.

2.12. Isolamento del DNA plasmidico da cellulgi E. coli (metodo della lisi
alcalina)

Per I'estrazione del DNA plasmidico, veniva usata goltura cresciuta 0. n. a 37°C
con agitazione (50ml). pelletottenuto dopo centrifugazione per 5’, veniva nsso

in 1 ml di tampone di lisi (Tris 25 mM, pH 8.0; EBTLO0O mM, pH 8.0; glucosio 50
mM). Dopo un’incubazione a RT per 5, veniva aggguana soluzione (2ml) 0.2 N
NaOH; 1% SDS. Seguiva una permanenza in ghiacaid’pal termine dei quali
veniva aggiunta una soluzione (1.5 ml) di K-Acetakd. Seguiva una permanenza in
ghiaccio per 5, al termine dei quali, le cellulermwano centrifugate a 6000 rpm per
5’, veniva raccolto il sopranatante, aggiunto oiume di fenolo-cloroformio (1:1) e
centrifugato a 6000 rpm per 10'. Recuperato il aoptante, il DNA veniva

precipitato con 2.5 Vol di etanolo 100%.péllet veniva lavato in etanolo 70%,
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centrifugato a 13000 rpm per 5’, ed infine risogpes50ul di H,O. Per eliminare

I'RNA presente, veniva aggiunta Rnasi A ad una eatr@zione di 0.02 mg/ml.

2.13. Clonaggio inE. coli EC101

Il vettore pGEM-TEasy, nel quale era stato clonaftammento interno al gene da
interrompere, veniva sottoposto ad una digestiongnetica conEcoRIl. Tale
reazione consentiva il rilascio del frammento deresse che, purificato mediante
gel-extraction(QIAquik Gel Extraction kit -QUIAGEN), veniva clamo nel vettore
pGhost9, precedentemente linearizzato &woR| e trattato con la phosphatasi
alcalina per limitare la percentuale di plasmide pho ricircolarizzarsi. La reazione
della ligasi veniva fatta ad un rapporto 1:5 tréore ed inserto alla stesse condizioni
descritte precedentemente.

Il prodotto della ligasi , veniva utilizzato peasformare cellule dt. coli (EC101)
allo stesso modo della trasformazione con le eelDH%. Il prodotto veniva
piastrato su terreno TY Agar contenente [antilooti eritromicina ad una
concentrazione di 100pug/ml per selezionare le gbhmsitivi. Una volta ottenuto |l
clone positivo, veniva effettuata una crescitaa8v°C con agitazione per effettuare
I'isolamento del DNA plasmidico con il metodo dellssi alcalina descritto
precedentemente. |l plasmide ottenuto in seguitmivee utilizzato per la

trasformazione ds. thermophilus.
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2.14. Preparazione di cellule competenti db. thermophilus

Una coltura diS. thermophilusresciuta o. n. in terreno Belliker a 42°C, vaniv
diluita 1:1000 nello stesso mezzo, al quale vemggiunta DL-treonina (20mM),
quindi, veniva reincubata a 42°C, fino a §£P0.2-0.4. Raggiunto tale valore,
veniva centrifugata e sottoposta a lavaggio dute\an tampone di elettroporazione
(272 mM saccarosio; 1 mM EDTA; 7 mM Hepes, pH @5% glicerolo). Infine, le
cellule della coltura venivano risospese in 1 mlbdiffer, aliquotate (5Qul) e

congelate a —80°C.

2.15. Trasformazione di cellule diS. thermophilus per elettroporazione

Per la trasformazione, in una cuvetta per elethapone pre-raffreddata, veniva
aggiunto DNA plasmidico (500 ng) a |#0di cellule. La cuvetta veniva quindi,
collocata in un elettroporatore programmato coarametri: 254F; 2.1 kV/cm; 400

Ohm. Veniva applicata una scarica elettrica, w#irdo il Biorad Gene Pulser. A
guesto punto, alle cellule veniva aggiunto 1ml diLHincubate a 42°C per tre ore e
poi a 30°C per alte tre ore ed infine, piastrate Brlliker Agar in presenza

dell'antibiotico eritromicina ad una concentraziatied pg/ml per la selezione delle
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cellule trasformate, ed incubate a 30°C per 48ro@naerobiosi (AnaeroJar, Oxoid;

AnaeroGen bags, Oxoid).

2.16. Integrazione di pGhost9 nel cromosoma diS. thermophilus per

ricombinazione omologa

Una colonia diS. thermophilustrasformata con pGhost9 contenente l'inserto waeni
fatta crescere 0. n. a 30°C (temperatura di repime del plasmide) in HIL in
presenza di eritromicina alla concentrazione firdldug/ml. La coltura veniva poi

diluita 1:30 in HJL ed incubata a 30°C per tre fan@ a ODy, = 0.2-0.3, e poi, a
42°C per due ore fino a QR = 1.2-1.5. A questo punto, le cellule venivaiaité

e piastrate su M17L agar a cui veniva addizionateomicina 4ug/ml, ed incubate

o/n a 42°C in anaerobiosi (AnaeroJar, Oxoid; An&em bags, Oxoid).

2.17. Controllo dell'integrazione di pGhost9 nel comosoma di S. thermophilus

con la colony PCR

L’avvenuta integrazione sul cromosoma di S. thetmiap veniva controllata tramite
una colony PCR partendo da una colonia singolanwatde dopo il protocollo

d’integrazione, usando degli oligonucleotidi disafy a monte ed a valle di ogni
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gene. Gli oligonucleotidi primers sono stati disstgyrsulla base del genoma 8i

thermophilusCNRZ1066 (tabella 3)

Tabella 3: Primer usati per controllare I'avvenirnegrazione sul cromosoma §i

thermophilus.

P

P.

Gene Funzione Primer per il controllo dellintegoere sul cromosoma di
thermophilus
Tsf Translation elongation factor-: 5° GGGGCGGGGCTCAGCCC 3
Ts R: 5 GCTCAGATGTTTTCTAATTAC 3
clpL ATP dependent proteinasd-: 5 CACAGTATGAGGTGATTATATG 3’
ATP binding subunit R: 5’GCTTCATTAATCGGATTAAGAG 3
clpP ATP dependent Clp protease=: 5° GACAATATTAAAAGGAG 3’
R: 5 CCGATTAGCATCTGAC 3
clpX ATP-dependent proteasd-: 5 GGGTTAGCAGTTTTTCTC 3’
ATP-binding subunit R: 5 CTCTTATTTGCCGCACTGAG 3
grpE Heat shock proteinF: 5° CGAAGTTTTCTTAAGCCG 3
chaperonin R: 5 GTCGTTTCGGACAAGG 3’
ctsR Class Il stress gend=: 5 GTCAAATTATTAGACTGGAGG 3
repressos HSP R:5 GGCCTGCATTTTTCTG 3
hrcA Heat induciblg F: 5 GTCGTTGTACGAGAGTGC 3
transcriptional repressor R: 5 GTCTCGGTAGCTTCCTC &
smpB ssrA binding protein F: 5 GTGGTTACAAAGGCTCATG 3
R: 5 CGCTAGGTACTATTCAAGACAGC 3
pfkA 6-Phosphofructokinase F: 5’CCGATAAAACTTTTCAAATT 3
R: 5 GTCGCTTTTGCGACGGATTA 3'
tufA Elongation factor Tu F: 5 GACTGTATTGCCTACTGTC 3
R: 5 CTAATAATTGTATTGGGAAC 3
Dpr Peroxide resistance protgifr: 5 GTTCTAATAAGGAGAAAG 3

non heme iron-containingr

: 5 CGCCGCCTTTCTTCTTG 3

43



ferritin

gpmA Phosphogluceratomutase | F: 5’5CCCGAAATAAAAAGGAGAC 3
R:5 GCTGACCAAAGTCAACTTTTC 3
ureC Urea amidohudrolase~: 5’GACTAGAAAGAGGAC 3
(urease) alpha subunit R: 5 GGAAAAAATCCAGCCTC 3’
divivA | Cell  division initiation | F: 5° GGTAAAAAATAAAGGAGGCCTG 3
protein R: 5 CCATCTCCCACTCGCTG 3
rr0l Response regulatpiF: 5’"GAGGAAATGAAAGCC 3’
(omologo covR) R: 5 CTAATGGTTACTTTACC 3
SSrA Transfer-messenger RNA-: 5" CTCGTGTGGCGACGTTAACG 3

(tmRNA)

R: 5 CATATTCGTCTACGACC 3’

2.18. Estrazione di proteine dé&b. thermophilus

Le colture cresciute a 42°C o. n. in M17L, venwardiluite a OIgyF0.1 ed
incubate alla stessa temperatura, fino agdaD.5. A tale valore, le colture venivano
suddivise, ciascuna in quattro aliquote: ad unaivaeraggiunto [|'antibiotico
cloramfenicolo, ad una concentrazione finale di mhgcentrifugata a 5000 rpm per
5 a 4°C, ed ilpellet veniva risospeso in PBS 1X preraffreddato in gtim Si
procedeva poi, all’estrazione delle proteine. Llteedre aliquote di ciascuno dei due
ceppi, venivano centrifugate per 10" a 4000 rpfRTa | pellet ottenuti, venivano
risospesi in terreno M17L opportunamente preraffetd a 20°C o preriscaldato a

48°C; le sospensioni venivano quindi, sottopospettivamente, ad urold shocka
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20°C per due ore e ad teat shocla 48°C per 30'. Dopo aggiunta di cloramfenicolo
(Img/ml), le colture venivano centrifugate e risssgpcome gia fatto per le prime due
aliquote. Si procedeva poi, all'estrazione dell®t@ne, osservando il seguente
protocollo: le sospensioni venivano trasferiteubi FastPROTEIN-BLUE (Bio-101),
contenenti una matrice di lisi e si omogenizzaviméndo il FastPrep (Resnova) per
un tempo di 30 secondi, a velocita 6 (3 cicli). 1@lij i tubi venivano centrifugati per

1’ a 10.000 rpm, il sopranatante prelevato e catasera —20°C.

In altri casi I'estrazione delle proteine totalimia effettuata tramite sonicazione a
14000 Htz con cicli di 1" on e 1’ off. Il campior@ima della sonicazione veniva

risospeso nel tampone adatto ad ogni esigenza.

2.19. Elettroforesi su gel di poliacrilammide in SI3

| campioni proteici (1Qg) venivano separati su gel di poliacrilammide IDSS

adoperando I'apparecchio Protéir(BIO-RAD).

Lower gel al 10% 13.8 ml di 30% acrilammide-bisacrilammide mix’ &:1); 10.4

ml di 1.5 M Tris/HCI, pH 8.8; 0.4 ml di 10% sodi@dkcilsolfato (SDS); 0.4 ml di

10% ammonio per solfato (APS) ; 0.016 ml di TEMBEBgua fino a 40 ml.
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Upper gel al 5%2.5 ml di 30% acrilammide-bisacrilammide mix &7.); 1.19 ml di

1.5 M Tris/HCI, pH 6.8; 0.15 ml di 10% SDS; 0.15 dhl 10% APS; 0.015 ml di

TEMED; acqua fino a 15 ml.

Preparazione dei campioni per la corsa: ai campieniva aggiunto 1/3 del volume
di una soluzione addensante e denaturante, coméen&®% glicerolo; 50 mM
Tris/HCI, pH 6.8; 0.1% blu di bromofenolo; 2% SD&% [3-mercaptoetanolo in
acqua. | campioni venivano poi bolliti per 5’ prirdaessere caricati per favorire la
denaturazione. Per comparare i pesi molecolariveeuiilizzato ilmarker“Precision

Protein Standards” (BIO-RAD).

La separazione delle proteine veniva effettuat@ Y@t per circa due ore.

2.20. Colorazione con Coomasie

Il gel veniva fissato e colorato mediante immersiamella soluzione colorante
(625mM Coomasie Brillant Blue; 50% metanolo; 10% aacetico) per circa 40'. |l
gel veniva poi decolorato con una soluzione di mataal 50% e acido acetico al

10% e seccato a 80°C sotto vuoto per due ore.
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2.21. Precipitazione degli estratti proteici

La precipitazione veniva effettuata secondo il rdetéWessel-Flueggel utilizzando
metanolo e cloroformio. All'estratto proteico veano aggiunti 4 Vol di metanolo e
1.5 Vol di cloroformio, dopo agitazione, venivamggainti 3 Vol d’acqua bidistillata
e, dopo miscelazione, si centrifuga a RT per 7080 rpm: si forma umpellet
proteico all'interfaccia tra la fase inferiore eetla superiore. Aspirata la fase
superiore, alpellet venivano aggiunti 3 Vol di metanolo e, dopo miaz®ne,
veniva centrifugato nuovamente a RT per 2' a 70pM. Veniva eliminata
nuovamente la fase superiore, ed pdllet si lasciava seccare sotto vuoto. Tale
precipitazione permetteva di eliminare i sali e glentuali residui di membrana
presenti nell’estratto proteico al fine di ottenarea risoluzione migliore nella

successiva elettroforesi su gel bidimensionale.

2.22. Estrazione dell’RNA totale d&S. thermophilus.

Una coltura del ceppwild-type, cresciuta a 42°C o. n. in M17L veniva diluita a

ODg00=0.1 e incubata alla stessa temperatura fino ag©M5. A tale valore, la
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coltura veniva suddivisa in quattro aliquote: adh,umeniva aggiunto I'antibiotico
rifampicina ad una concentrazione finale di 200ml per bloccare la trascrizione, ed
Incubata a 42°C per 5, trascorsi i quali, si pame all'estrazione del’RNA; le altre
tre aliquote venivano centrifugate per 10’ a 400® & temperatura ambiente (RT). |
pellet ottenuti, venivano risospesi in terreno M17L oppoamente preraffreddato a
20°C o preriscaldato a 48°C, quindi, sottopossipeitivamente, ad ueold shocka
20°C per due e ad ureat shocla 48°C per 30’. Scaduti i tempi shhock alle colture
veniva aggiunta rifampicina (2083/ml), incubate per 5’ alle rispettive temperature
di shock per bloccare la trascrizione, e, quindi, si pdss@ all’'estrazione del’RNA.
Per I'estrazione, veniva utilizzatoRNeasy Mini kit (QUIAGEN), osservando le
relative istruzioni. L’ RNA cosi ottenuto, venivat®posto a trattamento con DNasi,
per eliminare la frazione di DNA, contaminante desi. Per valutare la bonta

del’RNA estratto, veniva eseguita una corsa aéidtetica su di un gel d’agarosio

All'1.8%.

2.23. RT-PCR semiquantitativa

Dopo l'estrazione degli RNA totali,ify sono stati usati per la sintesi del cDNA con
il kit StrataScript Reverse Transcriptase, segudadstruzioni. Iprimer usati sono

elencati nella tabella 4 ( 16S-R e tmRNA-R). Il c®Nttenuto & stato amplificato
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con i primer specifici per il 16S usato come controllo inteffi®S-F/ 16S-R) ed i
primer specifici per il genessrA ( tmRNA-F/ tmRNA-R) (tabella 4), usando il kit
della Taq polymerase (Invitrogen). Il programmatasansiste ad unstepiniziale
di 3’ a 94 °C seguito da 30 cicli composti da wepa 94°C per 457, uno a 52 °C
per 60” ed uno a 72 °C per 1’ ed ustepfinale di 10’ a 72 °C. 1@l del prodotto di
amplificazione sono stati caricati su di un gelgdieosio al 2% ed analizzati con |l
programma Multi Analyst per avere un confronto sprantitativo della quantita di
trascritto nelle condizioni esaminate.

La tecnica della RT-PCR ¢ stata usata anche péicaes la presenza del trascritto
modificato contenente le 6 istidine al posto dellmmale sequenza target nel ceppo
mutante tmH6 (F1H6/R3H6cont ed F1H6/R3wtcont)primer usati sono elencati

nella tabella 4.

Tabella 4:Primer usati nel RT-PCR

Primer Sequenza

tmRNA-F "ATTTATAAGCTACGTTCGATCATTGC 3

tmRNA-R " GACGACACATAACTCAAGCCTTCTAT 3

16S-F "GGTAATGGCTCACCTAGG 3’

F1H6 "CCCTTAGGGTGCAAAGTGGAAACG 3’

R3H6cont "ATGATGGTGATGGTGATG 3

5
5
5
16S-R 5" CTATGGTTGAGCCACAGCC 3’
5
5
5

R3wtcont " GGCTGGCTACAGCGTAAGA 3
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2.24. Cromatografia per affinita

La cromatografia per affinita e stata utilizzata laepurificazione di proteine marcate
con sei istidine del ceppo mutante tmH6. La texrécstata applicata anche agli

estratti proteici totali del ceppo wt e del ceppatante tm4, per confrontarli.

E’ stato usato il kit His Trap FF crude da 2 mlE Gealthcare). Ogni colonna e stata
lavata con 5 ml di KO bidistillata e poi con 5 ml di buffer di eluizien Buffer
phosphato contenente 500 mM di Imidazolo). In gedaicolonna veniva equilibrata
con 10 ml di binding buffer (buffer phosphato cdhr@M di Imidazolo) e poi veniva
applicato l'estratto proteico totale ottenuto datmicazione del campione disciolto
in binding buffer, per favorire I'adesione nella tniee della colonna. La colonna
veniva lavata con 10 ml di binding buffer raccogtle I'eluato in frazioni da 2 ml.
Infine I'eluizione delle proteine marcate con la stidine avveniva con 5 ml di

buffer di eluizione, raccogliendo frazioni da 1 ml.

Le frazioni raccolte venivano preparate pemgstern-blotttingcon I'anticorpo anti-
his.

2.25. Co-immunoprecipitazione

Le colture cellulari dopo essere state sottopogk stress termici, venivano
centrifugate a 7000 rpm edgélletveniva lavato con il buffer di lisi freddo ( 50 mM

Tris-HCI pH 7.5; 150 mM NacCl; 0,5% Triton X-100; %0glicerolo). llpelletveniva
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risospeso in un volume adeguato di buffer di 1i9i.0-1/50 del volume iniziale) e
sottoposto a sonicazione. Dopo la sonicazioneamhpone veniva centrifugato a
13000 rpm a 4°C per 10’ e veniva raccolto il sueingt. 20Qul di estratto venivano
trasferiti in uneppendorfpulita e si portava a volume a 1 ml dmufferdi lisi freddo.

A questo punto veniva aggiunto I'anticorpo (1« di anticorpo per ml di estratto) e
si lasciava per almeno 2 ore in incubazione a RTagiazione lenta su ruota.
Dopodiché 4Qul di resina coniugata a proteina A venivano aggiargi lasciava in
Incubazione o/n a 4°C sempre in agitazione su ruota

In seguito campione veniva centrifugato a 5000 gen 2’ e il surnatante veniva
aspirato delicatamente. plellet veniva risospeso in 1 ml di buffer di lisi freddo e
lasciato in agitazione per 5. Questo passaggioveenpetuto 3 volte, e dopo
I'ultimo lavaggio, la resina veniva risospesa in30ul di SDS-loading buffeed il
campione veniva sottoposto ad 8DS-PAGEe dopo la corsa elettroforetica ad un

western-blotton I'anticorpo anti-His.

2.26. Western blot

Per effettuare urwestern- blat il gel subito dopo la corsa elettroforetica veniv
trasferito su un filtro di nitrocellulosa (PVDF). del veniva posto nel Tampone di

trasferimento (Tris-Glicina 1X; Metanolo 20%) preealdato ad equilibrare per
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almeno 5. La membrana PVDF veniva tagliata in bakke dimensioni del gel e
veniva attivata immergendola per 10” in metanplker farle perdere le proprieta
idrofobiche, poi 2’ in HO e poi in tampone di trasferimento per 10’. A dagsunto
veniva allestito il "sandwich” facendo attenziorael evitare le bolle d’aria usando
spugnette e cartavatman precedentemente imbevute di tampone di trasfetonen
(Polo negativo; spugnetta; 2 fogli di cavtatman gel ; filtro PVDF; 2 fogli di carta
watman spugnetta; polo positivo). lIsandwichi veniva posizionato nella cameretta
rispettando la polarita degli elettrodi e si avaav trasferimento nella vaschetta
refrigerante per 2 ore a 100V costanti a 4°C.

Dopo il trasferimento, veniva fatta la saturaziaiee siti di legame sul filtro usando
una blocking solutioncomposta da 3-5% latte in polvere o BSA in PBS eLXsi
lasciava il filtro inblocking solutiorper 2 ore in agitazione a RT.

In seguito veniva fatta l'incubazione con [l'antipor diluito 1:500 in blocking
solutionper 2 ore a RT.

Prima di effettuare la rivelazione per chemilumoersa (ECL) il filtro veniva lavato
almeno 3 volte per 15 in PBS 1X ed asciugato d&imente. Per la rivelazione
mediante ECL le due soluzioni A e B (Amersham plzana) venivano mescolate ad
un rapporto 40:1 e poi la soluzione veniva disiitd uniformemente sul filtro con
I'aiuto di un lucido e lasciata 5’ a RT. Dopodichgniva asciugato delicatamente e si
proseguiva con lo sviluppo su di una lastra finmgleanon si otteneva il segnale

desiderato.
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2.27. Congelamento-scongelamento

Le colture batteriche cresciute a 42°C o.n. in M$&nivano diluite a OF=0.1 e
lasciate crescere fino a @g=0.5. A tale valore, le colture venivano centriftegper
10’ a 4000 rpm, a 30°C, edpellet ottenuti venivano risospesi in terreno M17L
preriscaldato a 42°C. Ciascuna delle due sospansitamute, veniva suddivisa in 5
tubi, 4 venivano congelati a -20°C, un quinto (jg&ascuna sospensione) veniva
utilizzato per piastrare un’opportuna diluizion@tLdi riferimento dell’esperimento.
Il giorno successivo, mediantlony counter,veniva eseguito il conteggio delle
colonie. Il conteggio al giorno O rappresentavafdrimento dell’esperimento a cui
veniva attribuito il valore 100%. Le aliquote cetafe di ciascuna delle due
sospensioni, venivano scongelate rispettivamerdpp dino, due, tre giorni ed un
mese di congelamento, piastrate, incubate e corgatevalutare la percentuale di
sopravvivenza al congelamento, rispetto al rifentnbe non sottoposto a
congelamento. Allo stesso modo appena descrittojvameo trattate le cellule
batteriche sottoposte ad un pretrattamentmtti shocka 20°C per due e quattro ore

o di heat shocla 48°C per 30'.
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2.28. Condizioni di stress

Il ceppo Sfi39 di S. thermophilus ed i mutaotsR hrcA, rr01 e Tm4 sono stati
sottoposti a diversi trattamenti di stress per taakila diversita della risposta sia in
fase esponenziale (crescita in M17L1%, pH 6.8, (.B 0.6) che stazionaria
(crescita per 16 ore in M17L1%, pH 6.8) in segutb un preadattamento acido o
termico, 0 senza nessun tipo di preadattamentgrallio di sopravvivenza e stato
valutato attraverso conta su piastra M17L1% aggrodd8h di incubazione in
condizioni di anaerobiosi di diluizioni di ogni camne dopo essere stato sottoposto
allo stress.

Preadattamento acido: crescita in M17L1% pH 5.8°€4er 60'.

Preadattamento termico: crescita in M17L1% pH 668%C per 60'.

Stress acido: rissospendendo le cellule in tamgode-lattato pH 3.5 ed incubando
a 42°C per 30'.

Stress termico: rissospendendo le cellule in tampfmsfato 10mM pH 7.0 ed
incubando a 60°C per 30'.

Stress osmotico: rissospendendo le cellule in Na@bl/L ed incubando a 42°C per
30'.

Stress ossidativo: rissospendendo le cellule;@,t¢d incubando a 42°C per 30°
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2.29. Crescita ed acidificazione del mezzo

E’ stata valutata la cinetica della crescita del evtdei mutanti durante la
fermentazione in M17L o M17IE partendo da pre-inbnagli stessi mezzi. E’ stata
usata un’agitazione di 100 rpm ed ogni 30° 1 mLcditura veniva prelevato per
effettuare la lettura a 600 nm. Alla fine delladassponenziale, diverse aliquote
venivano piastrate su M17L o M17LE agar per caleolanumero di cellule. Ogni
fermentazione € stata ripetuta 2 volte ed i pamardetle curve di crescita sono stati
valutati con il modello descritto da Baranti e Rabg€1994) usando il DMFit v 2.0
(Baranti and Roberts, 2004).

Per valutare I'effetto dell'inattivazione dei genell’acidificazione del latte, sono
state fatte delle colture contenenti Skim Milk (@kdRSM) all’11% (w/v) partendo
da pre-inoculi all’1% (v/v) ed incubando o.n a 42%uesti sono stati usati per fare
una coltura al 5% (v/v) in MRS pre-riscaldato a @21l pH é stato misurato in
intervalli di 30’ ed e stato calcolato il dpH. Liddicazione del mezzo € stata
valutata anche incubando al 5% (v/v) in M17L o M&7d in YLB modificato (10g

peptone; 10g Lab Lemco; 3g estratto di lievito; W#é lattosio) o YLBE.
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3.Risultati
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3.1. Costruzione dei ceppi mutanti

Streptococcus thermophilus uno dei batteri lattici piu utilizzati nelle iaskrie
alimentari per la produzione di cibi fermentati gyot, formaggi, latticini). Si tratta di
un batterio lattico, gram positivo, anaerobio adtetante. Durante i processi di
produzione, i microrganismi utilizzati sono sottep@ condizioni di stress notevoli e
di diversa natura, come ad esempio, variazioremiperatura, livelli di pH e salinita,
che possono determinare condizioni fisiologichetantwintane da quelle ottimali per
la crescita. Alcuni batteri sono in grado di remistmeglio di altri a condizioni di
stress, grazie all’evoluzione di complessi sistehe regolano le risposte adattative.
Basati sui dati esistenti in letteratura e datirigpentali, abbiamo selezionato alcuni
geni noti per essere coinvolti nella risposta adiat allo stress da caldo, freddo ed
acido da sottoporre a mutagenesi con lo scopoudiase il fenotipo dei mutanti in
diverse condizioni di crescita e capire I'effettelld mutazione. | geni selezionati
sono elencati nella tabella 1.

Sulla base della sequenza genomica del ceppo CNg®Z40no stata disegnati gli
oligonucleotidi corrispondenti ai geni d’'interes@abella 1). | primer sono stati
utilizzati per una reazione di PCR in cui il DNAoanosomale diS. thermophilus
Sfi39 fungeva da stampo. Il prodotto di amplifica® ottenuto & stato clonato nel
vettore pGemT-Easy ed usato per trasformare il @dppl5o di E. coli. | cloni

positivi sono stati selezionati sia con il saggidoametrico della-galattosidasi che
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per una singola digestione enzimatica con I'enziiingestrizione EcoR1 che forniva
come prodotti il gene clonato ed il plasmide pGeaasy (nel caso del gewipr ho
usato I'enzima di restrizione Spel, perché il fraambo del gene amplificato
conteneva al suo interno la sequenza per il sittaglio di EcoR1). Il frammento
ottenuto, veniva clonato nel vettore pGhost9 prentgimente linearizzato con
I'enzima EcoR1 (Spel nel caso del gadt@) ed usato per trasformare il ceppo
EC101 diE. coli. I cloni positivi sono stati selezionati tramitenau digestione
enzimatica con I'enzima EcoR1 (Spel per). | plasmidi purificati, venivano usati
per trasformare le cellule elettrocompetenti dglpoe Sfi39 diS. thermophilugper
elettroporazione. Alcuni dei cloni trasformantilez®onati per la loro resistenza
all’eritromicina, venivano sottoposti al protocolldntegrazione del plasmide. | cloni
trasformanti, venivano cresciuti a 30°C in M17LE Beore e poi incubati a 42°C. A
tale temperatura il plasmide non € in grado diicapsi dal momento che il gene
repA® in esso contenuto presenta 4 mutazioni che rendanproteina RepA,
necessaria per la replicazione del plasmidi, ativad0°C ed inattiva gia a 37°C.
Pertanto alla temperatura di 42°C ed in presenzseldizione antibiotica, vengono
selezionati i cloni in cui € avvenuta l'integrazsonel cromosoma batterico.

Grazie ad un singolo evento di ricombinazione omaltra il frammento interno al
gene clonato in pGhost9 ed il corrispondente sulADBfomosomale diS.
thermophilus Sfi39, il plasmide ricombinante si integra nel ged’interesse

interrompendolo (fig. 5).
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Per confermare I'avvenuta integrazione, abbiametteito una colony-PCR usando
gli oligonucleotidi elencati nella tabella 2 cheneostati disegnati esternamente ad
ogni gene d’interesse e quindi il prodotto di afn@Azione nel caso dei mutanti
interrotti € un frammento lungo 3700 bp che coorgiono al plasmide pGhost9 piu
X che € la parte corrispondente al gene d’interesse

Applicando questo protocollo ho ottenuto i mutad®i seguenti geniureC, hrcA,
diviVA, ctsR dpr, rr01, clpL e smpB un mutante del gendpL duplicato in tandem
denominato MVK3, tmRNA ed un mutante del gene tmRE&n la sequenza
codificante per il decapepdide sostituita da @lisd, denominato tmH6. Per ottenere

guest'ultimo mutante ho usato la tecnica del geméng descritta nel paragrafo 2.7.

Figura 5: Rappresentazione schematica dell’evemtedrazione sito specifica.

Trasformazione di Streptococcus thermophilus con pBGost9 contenente
I'inserto

—0—

Erm

| | Cromosoma di Streptococcus thermophilus

C1 D1

Integrazione del plasmide nel cromosoma di Streptaccus thermophilus
ricombinazione omologa

[ B [ [ [

A C1 D3 Erm C2 D1 B
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3.2. Cinetica della crescita ed acidificazione detezzo.

La cinetica della crescita &. thermophilu$fi39 e dei suoi mutantitsk hrcAerrOl

& mostrata nella figura 6. E’ stato usato il D-mquler tutte le fermentazioni (Rla
0.987 a 0.999). Il valore pill bassogiax & stato travato in Sfi39 (1.25+ 0.06 :h
stimato + errore standard), mentre il valore pito a&li pmax é stato trovato per il
mutantectsR (2.31+ 0.2 H). hrcA e rrO1 presentano valori di 1.58 + 0.03 te di
1.69 + 0.07 H rispettivamenteS. thermophilu$fi39 ed i suoi mutanti crescono poco
in M17L raggiungendo una densita finale di 2.9 & 02 x 16, 2.1 x 1§ e 5.6 x 18
cfu/ml per Sfi39,ctsR hrcA e rrO1 rispettivamente. Non € stata osservata nessuna
fase lag in nessuno dei ceppi.

E’ stata valuta la capacita dei ceppi di ridurreoll del mezzo (MRS) durante la
fermentazione ibatch essa e diversa nei vari ceppi (Tukeys HSD, pG®)0 Dopo
7.5 ore di fermentazione, il ceppo wt aveva un dpH63 con una popolazione finale
di 1.25 x 18cfu/ml, un valore molto diverso da quello ottenp& ctsR(dpH= 1.57)
che perd aveva una popolazione finale molto piuatse(6.31 x 10cfu/ml ), mentre

il dpH piu basso e stato quello del mutahteA (dpH = 1,46 con una popolazione
finale di 1.58 x 1& cfu/ml). Nel mutanter0Ol il dpH era di 1.52 unitd con una

popolazione finale di 1.26 x 1@fu/ml.
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Dopo un’incubazione prolungata (24 ore), i valoripH finali e di dpH erano
rispettivamente 4.15 , 4.12 ,4.32 ,4.20 e 2.1352 1.97 e 2.08 per Sfi39, ctsR,
hrcA e rrO1, rispettivamente.

Dopo 16 ore d’incubazione in un mezzo con pH phelgia (M17 o M17LE con pH
iniziale 6.85), il massimo dell’abbassamento di pksurato alla fine della crescita
era di 1.59 misurato per il wt, invece fecA, ctsRerrOl era di 1.49 ,1.53 e di 1.51
rispettivamente. Invece in YLB medium (pH iniziaie6.5) il ceppactsRpresentava
I'abbassamento maggiore (1.92) ed il wt quello men@d.32). Per i ceppircAerr0l

I'abbassamento era 1.82 e 1.71 rispettivamente.

Figura 6: Cinetica della crescita &. thermophilusSfi39(c) e dei suoi mutanti
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3.3. Risposta agli stress ed influenza della faseatescita e dell’adattamento

La risposta agli stress di cellule non preadatiatéase esponenziale di crescita o
preadattate allo stress acido o caldo di Sfi39iesd@ mutantictsR hrcA err0l1 e
mostrato in figura 7. | risultati erano altamentgraducibili ed il coefficiente di
variazione (cv) era sempre piu basso del 5%, autézione di esperimenti in cui la
conta della percentuale di sopravvivenza era ndtsa. Tranne che per le cellule in
fase stazionaria del mutant®1, in tutti gli altri casi lo stress da acido ridwa la
percentuale di cellule sopravvissute di 5 unitdadstala logaritmica sia in fase
esponenziale che stazionaria di crescita. Invecesfaosta allo stress da caldo,
osmotico ed ossidativi era molto variabile. Le wellin fase stazionaria del ceppo
Sfi39, ctsR ed hrcA erano molto piu sensibili allo stress da acidpeai® a quelle
trattate in fase esponenziale di crescita. | prtaoi@nti caldo e acido
incrementavano la tolleranza allo stress da aosidytti i ceppi da 3 a 9 volte.

La percentuale di cellule sopravvissute dopo lesstrda caldo per i cepgpisRed
hrcA era significativamente superiore alla percentdaleceppo Sfi39 in ambedue le
fasi di crescita. Le cellule preadattate al calddase esponenziale di crescita del
ceppoctsR ed hrcA erano solo marginalmente piu resistenti rispettgualle non
preadattate in fase esponenziale. Il preadattansatm ha fatto aumentare di poco

la tolleranza allo stress da caldo per il ceppoA, ma non per il ceppotsRdel
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guale le cellule preadattate allo stress acidocelarstesso tolleranti allo stress da
caldo come le cellule preadattate all’acido di $fi3

L’inattivazione dirrO1 ha causato una significativa diminuzione dell¢etahza allo
stress da caldo rispetto a Sfi39, sia in fase espoale che in fase stazionaria. Il
preadattamento dr01 in fase esponenziale allo stress acido o caldaltava in un
lieve incremento ed un significativo decrementdad#&dlleranza allo stress da caldo
rispetto alle cellule non preadattate in fase espoiale.

L’inattivazione dictsR diminuisce leggermente la tolleranza delle cellwéttate in
fase esponenziale, stazionaria e preadattate dessacido e osmotico rispetto a
Sfi39 e hrcA Cellule in fase esponenziale del mutam@l erano 72 volte piu
sensibili rispetto a Sfi39. Inoltre il preadattantenacido e termico riducono
drammaticamente la tolleranza allo stress osmotico.

L’inattivazione dihrcA e dirr01, aumenta la tolleranza allo stress ossidativoedell
cellule in fase esponenziale non preadattate tspesfi39 ectsR Il preadattamento
acido aumenta significativamente la tolleranza sifess ossidativo petsRma non
per gli altri mutanti. Mentre il preadattamentonmt@o diminuisce significativamente
la tolleranza dhrcA e dirrO1, risulta marginalmente aumentata la sopravvivehza

Sfi39 e dictsR
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Figura 7. Risposta agli stress di cellule non pa#tate in fase esponenziale di
crescita o preadattate allo stress acido o cal&di89 e dei suoi mutantitsRk hrcAe
01

| risultati sono espressi come lg@ N/N,) dove N e N sono relativamente il numero
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3.4. Analisi dell’estratto proteico totale tramiteSDS-PAGE

| cambiamenti nel pattern proteico di cellule piegtate e non preadattate di Sfi39,
ctsR hrcA e rr0O1 sono stati analizzati tramite SDS-PAGE (fig. 8). $fata
considerata la presenza di bande di intensita atdiatata per tutti i pattern. La
deviazione standard ed il coefficiente di variaei@ell'intensita sono stati calcolati e
la distribuzione di un coefficiente di variaziorev) € stato usato per scartare delle
bande che mostravano un cv piu basso del 20% ddtabuzione e sono state
scartate dall’analisi perché sono state considenate influenzate dalla fase di
crescita o dal preadattamento. Allo stesso modaddo@on un cv piu alto del 80%
sono stati esclusi dall'analisi. 1l coefficiente driazione (cv) dell'intensita delle
bande di 4 replicati di un estratto proteico dildel prese in fase esponenziale di
crescita e senza nessun preadattamento del cefd8 &fa diverso nei diversi gel
effettuati con un cv dal 6 al 22% ed erano piu enidrispetto ai replicati caricati
sullo stesso gel (cv da 0 al 10%). Questo confraintov nello stesso gel facilita |l
paragone tra le diverse bande dello stesso gelalal lato, la stima dei pesi
molecolari di bande che coincidono, ha mostratcwbasso < 0.5%. L'adattamento
e la crescita in fase stazionaria ha influenzatepiessione proteica soprattutto nel
range tra 70-40 KDa (fig 8). E’ stata valutata I'intetésidelle bande proteiche di
cellule adattate allo stress acido e/o termic@gefesponenziale di crescita, di cellule

non adattate in fase esponenziale di crescita eetlule non adattate in fase
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stazionaria di crescita per valutare l'effetto ddlse di crescita, dell'adattamento e
soprattutto dell'inattivazione dei gemtsR hrcA e rrOl. Sia la percentuale di
variazione dell'intensita delle bande proteichatreh alle stesse bande di cellule non
preadattate in fase esponenziale e la percentualaridzione dell'intensita delle
bande proteiche del wt sono mostrati in tabellB&. momento che l'intensita delle
bande nel gel monodimensionale SDS-PAGE puo eshfficle da stimare, sono
stati presi in considerazione soltanto differerze 3 unita della deviazione standard
(la deviazione standard tra i gel in replicato degtratti in fase esponenziale dello
Sfi39).

La fase di crescita e il preadattamento, come aliclagtivazione di geni codificanti
per regolatori di stress, influisce molto sul pimfproteico di tutti i geni. E’ stata
osservata un’induzione significativa di alcune bamdoteiche (bande bl a b5, b7,
b10 a b12) negli estratti del ceppo Sfi39 di cellpteadattate allo stress da caldo e lo
stress da acido.

Il pattern proteico dell'estrattotsRin fase stazionaria, € caratterizzato da un’over-
espressione di un gruppo di proteine, la b7 (6MaXKe la b6 (70.9 KDa), che sono
anche piu abbondanti negli estratti delle celluleagattate allo stress acido ed allo
stress da caldo. Rispetto all’estratto in fase mspoiale, le bande b6, b7, b8, b10 e
b1l sono significativamente meno abbondanti in fstseionaria, mentre la loro
intensita aumenta nelle cellule preadattate (oceccBzione di b10 e b1l nelle cellule

preadattate allo stesso acido).
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Il pattern proteico delle cellule in fase esponalezidel mutantdarcA, mostra una
forte riduzione delle bande b4 ed una totale assdeila b10 paragonato al pattern
del ceppo Sfi39 in fase esponenziale, ma nellosstestratto si nota un notevole
incremento di altre bande (b5, b8, b9, b12). L& fdiscrescita ed il preadattamento
causano un gran cambiamento nella maggioranza loigfide rispetto all’estratto in
fase esponenziale.

L’inattivazione di rrO1 almeno nel gel monodimensionale non mostra molte
differenze dal ceppo parentale Sfi39.

E’ stata calcolata la correlazione di Pearsofiitriensita delle bande e la tolleranza
allo stress, ma anche se il cambiamento nell'int&mkelle bande e stato associato ai
cambiamenti nella risposta allo stress, in alcuamsi,cnon c’é una correlazione
statistica significativa tra la sopravvivenza espigessione proteica usando il test di

Bonferroni
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Figura 8: SDS-PAGE di cellule preadattate e noagméate diSfi39 ctsR hrcAe
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Tabella 5: Cambiamenti nell'intensita delle bandetgiche riscontrate sui gel SDS-
PAGE diS. thermophilug dei mutantctsR hrcA e rrO1 pressi in fase esponenziale
di crescita (E), stazionaria (S) e dopo preadattaoermico (H) e acido (A).

(a) intensita della banda standardizzata; (b) c@ménto dell’intensita della banda
relativa alla stessa banda di cellule prese in fasponenziale senza nessun
preadattamento. | risultati sono espressi in péoedm 100*[(PCintst
PCintst)/PCintst ] dove PCintste l'intensita della banda standardizzata e PGiatst
I'intensita della stessa banda standardizzata dellele prese in fase esponenziale
senza nessun preadattamento dello stesso ceppw;l(cambiamento nell'intensita
della banda di cellule in fase esponenziale serzaum preadattamento di Sfi39. Le
intensita sono espresse in percentuale 100*[(P&iRSintstsy)PCintstse] dove

PCintsk e lI'intensita della banda standardizzata e PGup& I'intensita della stessa
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banda di cellule prese in fase esponenziale seessun preadattamento di Sfi39.(d)

identificazione di bande proteiche putative.

* differenza >t 3 unita di deviazione standard 'detnsita delle bande in replicati

del gel di cellule prese in fase esponenziale @93ono considerate come veri

cambiamenti dell’espressione proteica.

S. thermophilus

Band Sfiag P ctsR mutant hrcA mutant rrO1 mutant

kDa) ¢

( ) E S A H E S A H E S A H E S A H
b1l (& 0.17 0.24 0.25 0.22 0.20 0.22 0.29 0.2p 0.15.170 0.16 0.22 0.21 0.13 0.20 0.17
(90.7) )]0 40* 47* 31* 0 5 42* 20* 0 16 3 47* 0 -39* -6 -21*
(CIF.JC) ©]0 40* 47* 31* 20* 26* 70* 44* -12 0 -10 27* 28* 22* 19* 0

b2 0.49 0.76 0.84 0.80 0.52 0.65 0.85 0.91 0.35 0.68.79 0.76 0.50 0.77 0.81 0.78
(75 9) 0 54* 71* 63* 0 25* 64* 75 * 0 90* 123* 113* |0 53* 62* 56*
(CIFIJL) 0 54* 71* 63* 6 32* 73* 85 * -28*  37* 61* 54 * 2 56 * 65* 58 *
b3 0.45 0.71 0.77 0.82 0.47 0.69 0.78 0.92 0.28 0.50.57 0.62 0.50 0.76 0.73 0.83
(70 9) 0 58* 72* 83* 0 48* 66* 95* 0 99* 105* 120* |0 52* 47* 66*
(th?O) 0 58* 72* 83* 5 55* 74* 104* |-37* 25 28 38* 11 69* 63* 85*
b4 0.20 0.32 0.34 0.29 0.24 0.24 0.34 0.3% 0.16 0.2.31 0.25 0.22 0.28 0.25 0.24
(64 8) 0 51* 64* 39* 0 0 43* 47* 0 64* 96 * 56* 0 31* 15 11
(Dn.aK) 0 51* 64* 39* 16* 14+ 66* 70* -24 % 24* 48* 18* 3 35* 19* 15

b5 0.54 0.91 0.89 0.97 0.59 0.93 0.94 1.0 0.88 1.02.03 0.99 0.64 0.95 0.89 0.98
(60.7) 0 67* 64* 79* 0 56* 59* 69* 0 16 18 13 0 49* 40 53*
(thGO) 0 67* 64* 79* 9 70* 74* 85* 62* 88* 90* 83* 18 75* 65* 80*
b6 0.79 0.84 0.90 0.85 0.67 0.63 0.85 0.8 0.57 0.69.75 0.80 0.62 0.65 0.74 0.69
(49.0) 0 6 14 7 0 -6 27* 31* 0 20 32* 41* 0 5 20 12
(GO.I’) 0 6 14 7 -15 -20 8 12 27* -13 -4 2 -17 -21 -6 -12
b7 0.65 0.83 0.87 0.75 0.60 0.54 0.80 0.9% 0.50 0.6®.74 0.80 0.55 0.57 0.70 0.72
(44.7) 0 28* 34* 16 0 -9 34* 59* 0 31* 48* 60* 0 4 28 31*
(CIF.JX) 0 28* 34* 16 -8 16*  24* 46* -23 1 14 23* -16 -12 8 10
b8 0.58 0.56 0.63 0.68 0.65 0.55 0.71 0.89 0.70 0.70.84 0.80 0.66 0.61 0.73 0.78
(33 0) 0 -2 9* 17* 0 -15* 10* 36* 0 4 21* 15* 0 -8 10 19
(Di\./IV 0 -2 9* 17+ 12+ -4 23* 53* 20 25* 45* 39* 14 5 26* 35*
A)

b9 absent absent absent absent absent absent 0.27 ent Als18 0.20 0.20 0.28 0.16 0.16 0.24 0.2(¢
(25 1) 0 0 0 0 0 0 27 0 0 16 16 61 0 0 47 16
(PréW 0 0 0 0 0 0 27 0 18 20 20 28 16 16 24 19
X)

b10 0.14 0.19 0.20 0.20 0.15 0.15 0.14 0.29 absent enhbsabsent absent absent absent absent alf
(23.0) 0 34* 41* 47* 0 0 -T* 90* 0 0 0 0 0 0 0 0
(GrbE) 0 34* 41* 47* 8 6 0 106* |-100* -100* -100* -100* [-100* -100* -100* -100*
b1l 0.05 0.07 0.07 0.08 0.16 0.14 0.15 0.2% absent enbsabsent abseft 0.13 0.14 absent abs
(20.1) 0 41 41 65 0 -11 -4 58* 0 0 0 0 0 5 100* -100*
(Pr6t24) 0 41 41 65 201* 167* 189* 374* |-100* -100* -100* -100* [159* 173* -100* -100*
b12 0.19 0.38 0.31 0.26 0.22 0.30 0.38 0.5 0.21 0.3D.33 0.41 0.19 0.30 0.38 0.32
(16 5) 0 103* 70* 41* 0 38 71* 129* |0 48* 61* 96* 0 54 * 94 * 65 *
(Aslp) 0 103* 70* 41* 17 63* 103* 171* |11 64 * 78* 116* |3 59* 101* 70*
b13 0.65 0.67 0.66 0.63 0.61 0.58 0.67 0.9% 0.64 0.72.89 0.85 0.54 0.54 0.71 0.75
(10_7) 0 3 0 -4 0 -6 9 54* 0 13 39* 34* 0 0 30* 37*
(GroES 0 3 0 4 -6 -12 2 45* -3 10 36* 30* -17 -17 8 14

)
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3.5. Analisi bidimensionale dell’estratto proteicdotale.

| risultati del SDS-PAGE sono stati confermati aéanalisi preliminare in gel 2D di
estratti in fase esponenziale, stazionaria e datistli cellule preadattate allo stress
da acido e lo stress da caldo di Sfi39 e dei suganti nei geni regolatoatsR hrcA

e rr01. Visto che i repressori HrcA e CtsR sono impligaila regolazione degli
chaperon molecolari Clp ATPases, e che in altreisg# streptococchi §. mutang

S. salivariu3 I'espressione delle proteine GroESL e ClpP e doppnte regolata da
CtsR ed HrcA, ho focalizzato la mia attenzione eswlkriazioni degli chaperon
molecolari DnaK, GroEL e le ClpATPases (fig. 9).identificazione di queste
proteine e stata confermata dalla spettrometriaadisa MALDI-ToF. Alcuni esempi
sono mostrati nella figura 9.

Il volume di ogni spot e stato prima espresso ircgretuale del volume totale dello
spot nel gel. Per calcolare il coefficiente di earone € stata paragonata l'intensita di
proteine conservate (glutammato deidrogenasi, nglideide-3-fosfato deidrogenasi,
fosfoglicerato mutasi e la subunita ribosomale pfigsenti in tutti i gel (16 2-DE
gels) ed e stato osservato che quello della fosfmgito mutasi (valori sperimental
pl, pledi 6.02; MM di 24.7 KDa) aveva il minor coefficiente di variaze (cv= 27.6
%) calcolato sulla base del volume dello spot i twampioni.

Per questo motivo, il volume degli spot di DnaKpE&L e ClpL di ogni gel sono stati
standardizzati in confronto con il volume dello sputella fosfoglicerato mutasi

presente nello stesso gel. Per valutare [Ieffetellad fase di crescita, del

70



preadattamento e dell'inattivazione dei geni regoia CtsR, HrcA e RrOl
nell’espressione proteica, sono stati confrontatilumi degli spot di DnaK, GroEL e
ClpL di estratti di cellule prese in fase esponelezi stazionaria, preadattate allo
stress da caldo e allo stress da acido dei mutantiquello degli estratti in fase
esponenziale del ceppo Sfi39 (tab. 6). In piu tostalutato il rapporto tra il volume
degli spot di GroEL e DnaK di tutti i campioni. Soatati considerati come effettivi
cambiamenti nell’espressione proteica differenzit 2 unita (cv).

A causa del grande coefficiente di variazione ddélime degli spot di DnaK, GroEL
e ClpL osservata nel 2-DE di Sfi39, questi non setati considerati significativi.
L’inattivazione dei regolatori di stress in alcunasi ha prodotto una grande
variazione nella sintesi degli chaperon molecaati ClpL (tab. 6).

Le cellule in fase esponenziale del mutantesR non mostrano una variazione
significativa di DnaK, GroEL e ClpL rispetto alltesso estratto del ceppo wt Sfi39.
Nel caso delle cellule preadattate al caldo delamtetctsR i livelli di DnaK
aumentano di 2 e 3 volte rispetto alle cellule pogadattate e quelle del wt, mentre
I'espressione di ClpL aumenta nelle cellule preatatallo stress acido.
L’inattivazione di HrcA induce un’over-espressiome GroEL soprattutto nelle
cellule preadattate al caldo (10 volte) rispettgaltern del wt. Le cellule in fase
esponenziale del mutanitecA, mostrano un incremento di GroEL ma non di DnaK
rispetto agli estratti in fase esponenziale delBvstata osservata una diminuzione di

DnakK in tutte le condizioni.
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Inoltre € stata osservata una forte up-regolazain@roEL nel mutanterO1 dopo
I'esposizione allo stress acido e caldo (11 e 18evaspettivamente), mentre
aumenta leggermente il livello di DnaK dopo il pgatiamento acido e caldo (2 e 3
volte rispettivamente) rispetto all’estratto deldlule non preadattate. Al contrario di
guello che succede nel mutantesR hrcA ed il wt, il mutanterrO1 dopo |l
preadattamento allo stress acido e caldo aumesdaréssione solo di DnaK o di
DnaK e GroEL rispetto all’estratto in fase esporaiez

Con l'eccezione dell’estratto in fase esponenziale01, il rapporto tra il volume
degli spot di GroEL e DnaK ha mostrato una maggsmressione di GroEL rispetto a
DnaK (tab. 6). Il rapporto tra GroEL/DnaK nel whei ceppictsRerr01 vada 1.2 a
2.0 volte. Al contrario GroEL era sempre over-espoerispetto a DnaK nel mutante
hrcA. In particolare il rapporto GroEL/DnaK aumentafase stazionaria (11.2 volte)
e dopo il preadattamento acido e caldo ( 15.4 & déite) rispetto a quelle misurate
in fase esponenziale (9.6 volte) dovuta alla coptaamea down-regolazione di
DnaK ed alla forte over-espressione di GroEL quatldeepressore HrcA era

inattivato.

72



Figura 9: Esempi di gel 2D
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Tabella 6: Variazione del volume degli spot ideadfi sui gel 2D diS. thermophilus
Sfi39 e dei mutanti nei geni regolatatsR hrcA e rr01, in relazione alla fase di

crescita (E, esponenziale, S, stazionaria) ecedgattamento ( A, acido, H, caldo).

Fa G
Ceppo se - . r
PP Variazione del volume degli spot o
E
DnaK GroEL fll L
/
D
n
a
SV El E2 SV El E2 SA E1l E2 K
E 068 0 0 083 0 0 112 0 0 1.2
Sfi39 S 118 72 72 240 188* 188* 029 61 61 2.0
wild-type A 197 189 189 2.79 234  234* 131 126 126 1.4
H 0.14  -79 -79 023 -78 -78 0.44 -34  -34 1.6
E 1.07 O 57 152 0 82 141 0 94 1.4
ctsR S 0.76  -29 12 144 5 73 201 16 126 1.9
A 212 98 211 3.79  149* 354* 6.02  594* 1245+ 1.8
H 355 231  420* 417  175*  400* 3.00 115 318 1.2
E 028 0 -78 276 0 231* 1.70 0 131 9.6
hrcA S 028 0O -78 321 16 284* 035 -75  -42 11.2
mutant A 017  -42 -75 258 -6 209* 224 14 164 15.4
H 040 41 -40 10.82 291* 1186* 205 90 340 26,5
E 084 0 22 031 0 -62 152 0 34 0.4
rro1 S 0.66 -21 -3 0.77 145* -8 044 57  -43 1.2
A 3.37 303* 394* 440 1034* 426* 072 -18 9 1.3
H 1.92 130 182 230 631* 174* 097 31 75 1.2

SV, volume dello spot standardizzato ; E1 cambidmesl volume dello spot in
relazione allo stesso spot in cellule non preatafaese in fase esponenziale di
crescita. | risultati sono espressi come perceatda]( SV — SVe) / SVg] dove S\

e il volume standardizzato dello spot egS¥/il volume standardizzato dello stesso
spot in cellule non preadattate prese in fase espale di crescita dello stesso
ceppo; E2, cambiamenti nel volume dello spot neatillo stesso spot in cellule non
preadattate prese in fase esponenziale di cradicBathermophilusl risultati sono

espressi come percentuale di [(SVYSVesp / SVesd dove S\ € il volume dello
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pot standardizzato e $¥ € il volume dello stesso spot standardizzato Hiileenon
preadattate prese in fase esponenziat thermophilusfi39.
* differenze > + 3 unita di deviazione standard @elume dello spot in tutti i

campioni sono considerate come reali cambiamermisiiessione proteica.

3.6. Discussione

L’effetto dell'inattivazione di geni coinvolti nell risposta allo stress di numerosi
batteri d’importanza industriale e/o clinica e oggedi studio di numerosi autori
(Varmanen et al., 2000; Chastanet et al., 2001;dseet al., 2001; Woodbury and
Haldenway, 2003; Dalton and Scott, 2004; Hifnal et2007). In questo studio sono
riportati gli effetti sul fenotipo e sull’espresam proteica diS. thermophiluse dei
suoi mutanti ctsR, hrcA ed rrO1.

Sono stati inattivati i genctsR (regolatore negativo dei geni di classe IHjcA
(regolatore negativo dei geni di classe |)re@ll che codifica per un omologo di
CovR, il quale ha un ruolo importante nella regmae del metabolismo , nella
risposta allo stress e nello sviluppo della viraeemei streptococci del gruppo A
(GAS, Churchward, 2007). Un omologo di CovR € stdentificato anche negli
streptococci del gruppo B (GBS, Jiang et al., 208%)in S. mutangBiswas and
Biswas, 2006).

L’inattivazione dei genictsR hrcA ed rr01, influenza molto la capacita db.
thermophilusSfi39 di crescere nei terreni da laboratorio e lagk. Anche se c’é

un’espressione differenziale di numerosi geni mude all’esposizione ad uno stress,
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in tutti i batteri lattici (van de Guchte et alQ@) e inS. thermophilugArena et al.,
2006) molti geni codificanti per diverse funzionietaboliche sono influenzati
dall’esposizione allo stress. Si conosce poco eni gontrollati darO1 (omologo di
covR) inS. thermophilus ma e ben noto che nei batteri GAS e nei GBS qugste
controlla I'espressione del 6-15% dei geni, tra coolti geni con funzioni
metaboliche importanti (Dal ton et al., 2006; Jiaetgal., 2005) e partecipa in un
network di regolazione molto complesso (Churchwa@)7). Arena et al. (2006)
hanno trovato nel loro studio putative sequenzeseaso di RrO1 in 4 geni .
thermophiludra cui geni che codificano per proteine importaaiia sintesi proteica
(fus tufA), nel metabolismo energeticggmA e nella divisione cellularedivIiVA).
Sia CtsR che HrcA controllano geni importanti pertdlleranza allo stress acido ed
alla carenza di nutrienti (Arena et al., 2006)géhefus codificante per il fattore di
elongazione G, presenta nel suo promotore sequeEmEEnso sia per Rr01 che per
CtsR inS. thermophilusmentreclpP, un gene importante per gli stessi due stress é
controllato da HrcA e da CtsR. Per queste ragiown € sorprendente che
I'inattivazione di questi geni regolatori influene®lto la crescita nei diversi mezzi e
nelle diverse condizioni. In altri streptococcinéttivazione dihrcA ha come effetto
una crescita piu lenta rispettovad ( Kim et al., 2008; Lemos et al., 2001). E’ stato
riportato che l'inattivazione dircA tramite una mutazione non polareSnpyogenes
(Woodbury and Haldenwang, 2003) eSnmutangLemos et al., 2001; Lemos et al.,

2007) ha un effetto letale attribuito all’essentatli Dnak, il cui gene e localizzato
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a valle dihrcA e digrpEin S. pyogenesd inS. thermophilusAnche se l'inserzione
del vettore pGhost9 dovrebbe essere polare, c’aniniana produzione di DnaK nel
mutantehrcA Questo pud essere dovuto ad un promotore alieonstlocalizzato a
monte digrpE o alla trascrizione da un promotore di pGhostSa banda con un PM
simile a ClpC (b1l) e stata trovata in tutti gli SBSGE del mutante ctsR, anche se
clpC é localizzato immediatamente a valle di ctsR e dowebbe essere espresso.
Non ci sono lavori in cui € dimostrato I'effettolideaattivazione di ctsR sulla crescita
di batteri del gruppo dei streptococci. ltb. sakei un mutantedctsR cresce allo
stesso modo dewt in MRS mentre la crescita in un sistema sperimenga
migliorata (Hufner et al., 2007) mentre lilactococcus lactisuna delezione igtsR
riduce la crescita a 30 e a 37°C (Varmanen e2@00).

La crescita nella fase stazionaria ed il preadatdmper esposizione a condizioni
lievi di stress, sono usati per incrementare lést@sza allo stress in molti batteri,
inclusi molti LAB ( van de Guchte et al., 2002) iad5. thermophilusl cambiamenti
nell’espressione genica durante la fase staziospgaso risultano in una risposta allo
stress generalizzata che porta ad un aumentoddiésanza di molti o di tutti gli
stress. Mentre il preadattamento determina un atamedella resistenza ad un
determinato stress, dovuta alla produzione di pretehe migliorano la tolleranza ad
un determinato stress ed in alcuni casi una crogggione dovuta all’espressione di
proteine coinvolte nella risposta allo stress afipamente, come le chaperonine ed i

complessi protesici Clp (van de Guchte et al., 2002
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Le cellule del ceppat Sfi39 prese in fase esponenziale erano molto sérséallo
stress da acido che allo stress ossidativo, ma grartolleranti allo stress termico ed
osmotico. Il preadattamento acido o termico haataué migliorare la tolleranza allo
stress termico ed acido, mentre allo stress ossidabn € migliorata di molto. Per
guanto riguarda i mutanti, il preadattamento inuaiccasi peggiora la tolleranza
invece che migliorarla. L'inattivazione drO1l aumenta la tolleranza allo stress
ossidativo ma riduce quella allo stress osmotitermico. Zotta et al. (2008) hanno
dimostrato lo stesso comportamento anche in 4 cdipPi thermophilugsolati da
diverse fonti. Inoltre il preadattamento termicol maso del mutanterOl1 non
migliora la tolleranza, anzi, la tolleranza € mmaispetto alle cellule in fase
esponenziale e stazionaria. Nel caso del mutantté sembra esserci una sensibilita
maggiore allo stress acido. La stessa cosa e adat@vata nel mutanthrcA di S.
mutans(Lemos et al., 2001). In questo caso 'aumentsedisibilita € stato associato
ai livelli ridotti di espressione di DnaK ed all&ibassa attivita delle ATPases. Nel
caso diS. mutangjuesta sensibilita si osserva anche allo stresdais/o e termico,
cosa che non si verifica B. thermophilus

Arena et al. (2006) hanno effettuato uno studidagd@ato di proteomica sugli effetti
dei cambiamenti di temperatura (50°C e 20°C), Iesst acido e la carenza di
nutrienti in S. thermophilused hanno osservato un significativo cambiamento

nell’espressione proteica. In tutti i casi, hanseavvato un aumento dell’espressione
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di GroEL, GroES e ClpL/ClpP, mentre DnaK, GrpE, [@dralcuni altri aumentano in
base agli specifici stress.

In questo studio dall’analisi degli SDS-PAGE e @iIE2sono stati confermati molti
dei dati messi in evidenza dall’analisi di Arenaakt(2006). Molte bande dei gel
SDS-PAGE mostrano una variazione dipendente dadlse fdi crescita, |
preadattamento o la mutazione. Tra queste c’eranGlpC (bl) (Clp-ATPase) la
ClpL (b2), la ClpX (b7), le chaperonine DnaK (b#y,GrpE (b10) e GroES (b13),
proteine della risposta generale allo stress canfirdt 24 (b11), proteine per I'inizio
della divisione cellulare come la DivIVA (b8), ldugadione riduttasi Gor (b7), il
trasportatore ABC di prolina/glicina betaina ProW0) ed una proteina putativa
dello shock acido (b12). Inoltre e stato osseruast@ambiamento dell'intensita delle
bande con PM di 60,7 (b5) e 70,9 KDa (b3) che smmpatibili con Hsp60 e Hsp70
rispettivamente. Sono state trovate anche protmire/olte nella risposta allo stress,
ma sono state scartate dall'analisi perché aveuaraefficiente di variazione basso.
Nei gel 2DE molti spot sono stati identificati triden MALDI-Tof ed i risultati
ottenuti sono in buona parte in accordo con i diadiltri autori per quanto riguarda il
ruolo soprattutto di HrcA e CtsR.

E’ noto che la trascrizione dei geni dell’ operdmeA (hrcA-grpE-dnaK-dna) e
dell’operonegroEL (groEL egroES, entrambi repressi da HrcA, mostrano un pattern
temporale diverso. Laport et al. (2004) hanno dinads che il trascritto dgroES-

groEL in E. faecalisaumenta nei primi 30’ dello shock termico e panuhuisce.

79



Woodbury e Haldenwang (2003) usando un’analisi iteariNorthern blot, hanno
dimostrato che il trascritto dinaKin S. pyogenesa i livelli massimi dopo 15’ di
esposizione ad elevate temperature e poi diminummeatre I'espressione di GroEL
rimane costante. In Sfi39 abbiamo notato che c’aumento significativo di DnakK,
GroEL e ClpL anche in seguito ad uno stress acido.

Nel mutante ctsR c’e un aumento significativo ddlCtispetto al ceppavt in tutte le
condizioni sperimentali, dovuta all'inattivazione @tsR che codifica per un
repressore dei genlp. Sia lo stress acido che caldo aumentano ulteenteni livelli

di ClpL dimostrando che la repressioneaisR non € l'unico fattore che influenza
I'espressione dtlpL. Si osserva anche un aumento di DnaK e di GroEL.

| pattern proteici del mutantércA sono coerenti con il ruolo di HrcA come
repressore di operohrcA e groES L’ inattivazione dihrcA riduce notevolmente ma
non abolisce I'espressionedhaK ed aumenta I'espressionegitoEL portando ad un
incremento del rapporto GroEL/DnaK. La crescita fase stazionaria ed |
preadattamenti aumentano ulteriormente la quawiitd&roEL, indicando che la
repressione da HrcA puo non essere l'unico fattiire controlla I'espressione di
groEL- groES

In molti streptococci il sistemeovR/covSontrolla I'espressione di un gran numero
di geni (Federle et al., 1999; Dal ton and Scd4 Jiang et al., 2005; Biswas and
Biswas, 2006; Churchward, 2007). Gli SDS-PAGE deitanterrO1 erano molto

simili a quelli delwt in tutte le condizioni, con I'eccezione della bamd® (GrpE) la
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guale era sempre assente nel mutante e pochedd#feeenze. Dall'altro lato, i
risultati dei gel 2DE erano in contrasto con quadlgli SDS-PAGE. Il mutanta01
era l'unico in cui le cellule in fase esponenzialano piu tolleranti allo stress
termico, osmotico ed ossidativo ma solo marginateeneno tolleranti allo stress
acido rispetto alle cellule preadattate al caldall@cido. | cambiamenti dovuti al
preadattamento erano evidenti nei gel SDS-PAGEE. 2Dincremento nella sintesi
delle chaperonine evidente nei gel 2DE dopo undatt@mento non € accompagnato
da una maggior tolleranza allo stress, indicande ahri fattori possono essere
coinvolti. Un’analisi piu dettagliata di proteomiedarascrittomica potrebbe chiarire il

ruolo di questi regolatori i&. thermophilus

3.7. Resistenza al congelamento 8i thermophilus.

Molte fermentazioni industriali sono avviate utlando ceppi starter congelati o
liofilizzati, ed € noto che entrambi questi procesppresentano una condizione di
forte stress per la cellula batterica che pud esdanneggiata dalla formazione di
cristalli di ghiaccio e dalle variazioni d’'osmoli@i fenomeni che determinano
I'alterazione dell'integrita della membrana e déllazionalita metabolica. Per questo
motivo e fondamentale comprendere i meccanismtaiatal freddo ed i fattori che

possono influenzare la sopravvivenza al congelament
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Le risposte adattative dei batteri agli stress @mege, ed in particolare a quelli
termici, negli ultimi anni sono state oggetto dmmrosi studi. Notevole attenzione e
stata dedicata alla conoscenza dei fenomeni agattatS. thermophilusuno dei
batteri lattici piu utilizzati dall'industria la#ro casearia. Esso cresce in maniera
ottimale a 42°C (Salminen e Von Wright, 1993), mao pvivere a temperature

comprese tra 20 e 50°C (De Roissart e Luquet,)1994

Allo scopo di esaminare il comportamento del ce@89 di S. thermophilusin
relazione al congelamento, e valutare se prednattd cold e heat shock
conferissero crio-protezione, cioé consentissero bakterio di adattarsi al
congelamento, eseguivo un esperimento di congelasseongelamento, come
indicato neiMateriali e metodi su cellule cresciute a 42°C, su cellule sottapast
un trattamento dcold shockalla temperatura di 20° C, per 2 e 4 ore, nonché s

cellule sottoposte ad un trattamentdnéat shoclalla temperatura di 48° C, per 30'.

(fig. 10 ). Da tale studio risultava che entrampie-adattamenti termici avevano un
effetto favorevole sulla sopravvivenza delle cello&tteriche dopo il congelamento.
Per quanto osservato, dunque, si puo ipotizzasestenza di uno o piu fattori attivati
sia dalla risposta adattativa alfat che al cold shock che favoriscono la
sopravvivenza delle cellule batteriche sottopoktmagelamento. Uno di tali fattori,
codificato dal genelplL, € gia stato caratterizzato presso il laborataricui ho
svolto il mio dottorato per essere indotto in amieedli stress termici, il mutante del

gene clpL non presentava un fenotipo diverso dal selvatico aoafronti della
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resistenza al congelamento dopo heat e cold sheakon si dimostrava quindi
responsabile del fenotipo osservato nella figura 10

Appartenendo la proteina ClpL alla famiglia dellgp-@TPasi aventi funzione di
chaperonmolecolari e di co-proteasi coinvolte nella degmidne delle proteine
marcate con il decapeptide codificato dal t/mRNAdjvintroduzione), decidevo
quindi di costruire un mutante nel gessrA codificante per il t/fmRNA, la cui
sequenza era stata gia identificata e caratteazmatsso il laboratorio in cui ho svolto

la mia tesi.
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Figura 10: Resistenza al congelamento del cepp89Sé#i S. thermophilusdopo

crescita a 42°C (sfi42), dopo cold shock per dee(si#i20 2h), dopo cold shock per 4
ore (sfi20 4h) e dopo heat shock (sfi48). | datsdpravvivenza venivano misurati
prima del congelamento (0), dopo un giorno (1),a@miorni (2), dopo 3 giorni (3) e

dopo un mese (LT).
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3.8. Effetto della mutazionessrA sulla crescita

Allo scopo di verificare se I'assenza del tymRNAgdificato dassrA potesse avere
un effetto sulla crescita db. thermophilus effettuavo curve di crescita alle
temperature di 42, 48 e 20°C. Una coltura del cepglwatico ed una del ceppo
mutato, entrambe cresciute o.n. a 42°C, venivahotaeli a OQy= 0.1, in terreno
M17L, preriscaldato a 42°C, quindi, incubate altassa temperatura e lasciate
crescere fino a Ofg=0.4. Raggiunto tale valore, ciascuna coltura v@swddivisa in
tre aliquote che venivano centrifugate a 4000 npen 10'. | pellet raccolti, venivano
risospesi in terreno M17L, preincubato alle tempeeadi 42, 48 e 20°C, e incubati
alle stesse temperature dei terreni di colturaclw&e di crescita venivano tracciate
misurando la densita ottica ogni 30 minuti (fig).1Alla temperatura di 42°C non
riscontravo nessuna differenza nella velocita @iscita del ceppavild-type e del
ceppo mutato; entrambe infatti presentano un tedigenerazione di 30’. Anche a
20°C non riscontravo significative differenze, #@8nvece, osservavo che il ceppo
selvatico continuava la sua normale crescita, raegtrello mutante mostrava una
significativa fase di rallentamento della cresqgia poi riprendere con la stessa
velocita del selvatico.

Queste osservazioni evidenziano che I'assenzaetesgrAinfluisce negativamente

sulla crescita a 48°C.
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Figura 11: curva di crescita a 42°C, 48°C e 20°Qlpppo selvatico (Sfi39) e per il

mutantessrA(tm).

Curva di crescita

3.9. Risposta allo stress ed effetto della fase aescita e del preadattamento sul

mutante Tm4.

La risposta allo stress acido ed osmotico € simgliedue ceppi Sfi39 e Tm4. | due
ceppi mostrano una buona tolleranza allo stresgtsonsia in fase esponenziale che

stazionaria. In seguito allo stress da acido, & noa alta mortalita > di 5 unita della
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scala logaritmica in tutti due i ceppi. Il preadatento acido e caldo aumenta la
tolleranza allo stress acido solo di 1 unita detlala logaritmica ( fig. 12).

Il numero di cellule sopravvissute della fase staaria era generalmente piu elevato
rispetto a quello delle corrispondenti della faspomenziale in tutti due i ceppi.
Soltanto le cellule in fase stazionaria del cepp@rano lievemente piu sensibili allo
stress acido rispetto alle cellule prese in fapemsnziale.

La risposta allo stress acido e allo stress daocaild abbastanza variabile. Le cellule
del mutante Tm4 erano leggermente piu resisteltti safess da caldo rispetto alle
cellule del ceppo wt. | preadattamenti aumentarspf@avvivenza del ceppo wt allo
stress da caldo. Il preadattamento pero acido (fH &el ceppo Tm4 non ha
influenzato molto la tolleranza allo stress da cald

Le cellule della fase stazionaria del mutante Trmdne significativamente piu
tolleranti allo stress ossidativi rispetto at wtiedumero delle cellule sopravvissute
era di 3 unita della scala logaritmica piu elevaigpetto alle cellule in fase
esponenziale. Allo stesso modo, anche il preadatitoracido e caldo aumentano la

tolleranza allo stress ossidativi, ma non quantrésacita in fase stazionaria.
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Figura 12: Risposta agli stress del ceppo wt i8¢l mutante Tm4 in relazione alla
fase di crescita ( E, esponenziale, S, stazionadd) preadattamento ( A, acido, H,
caldo).

| risultati sono espressi come lg@ N/Ny) dove N e N sono relativamente il numero

di cellule prima e dopo I'esposizione allo stress.
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3.10. Resistenza del mutante Tm4 al congelamento.

Accertato che l'assenza del gessrA influiva negativamente sulla crescita a 48°C,
allo scopo di verificarne il coinvolgimento nellasistenza al congelamento dopo
heat e cold shock eseguivo un esperimento di congelamento-scongeli@mncome

indicato neiMateriali e metodi cioé cercavo di comprendere se il /mRNA fosse
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coinvolto nel fenomeno della crioprotezione ddyate cold shock L’esperimento
veniva condotto su cellule cresciute a 42°C, sluleekottoposte ad uoold shock
alla temperatura di 20° C, per 2 e 4 ore, nonchéeflule sottoposte ad umeat
shockalla temperatura di 48° C, per 30'.

Come mostrato in figura 9, per cellule cresciu#2a C e non sottoposte ad alcun
pretrattamento, osservavo che, rispetto a quelleodtrollo, la sopravvivenza al
congelamento (espressa in cfu), era piuttosto bage&resceva, dopo il 1° giorno, al
21%, dopo il 2° al 20% e dopo il 3° al 13%.

Per cellule sottoposteald shockalla temperatura di 20° C per due ore, osservavo,
per il mutantessrA che l'incremento della sopravvivenza rispettgeelle non
pretrattate, era quasi nullo (fig. 13) contrariateea quanto avveniva per il ceppo
wild-type Quando ilcold shockveniva protratto per 4 ore, osservavo, nel mutante
una elevata sopravvivenza dopo il 1° giorno di eagento (fig. 9), che diminuiva
significativamente nei giorni successivi e dopo mnese; tale effetto risultava
nettamente inferiore a quello riscontrato nel cepptid-type nelle medesime
condizioni (fig. 13). Nel mutantssrA quindi, I'effetto crioprotettivo determinato da
un pretrattamento a 20°C, necessita di un maggompo di incubazione a tale
temperatura per potersi esprimere a livello fenotipe soltanto se il congelamento e

di breve durata.
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Infine, per cellule sottoposte @eat shockad una temperatura di 48°C per 30,
osservavo, nel ceppo mutante, una sopravvivenzavadegnte a quella del ceppo
selvatico (fig. 13).

Queste osservazioni evidenziano che il gesrd ed il suo prodotto t/mRNA, sono
coinvolti nel meccanismo di crioprotezione dipendetiacold shocke che l'effetto
registrato sull'efficienza di crescita a 48°C noncearelabile al fenomeno della

crioprotezione dipendente daat shock

Figura 13: Resistenza al congelamento del cepp89S#i S. thermophilus e del
mutantessrAdopo crescita a 42°C (sfi42 e tm42), dopo colckhper due ore (sfi20
2h e tm20 2h), dopo cold shock per 4 ore (sfi20e4m20 4h) e dopo heat shock
(sfi48 e tm48). | dati di sopravvivenza venivansunati prima del congelamento (0),

dopo un giorno (1), dopo 2 giorni (2), dopo 3 gidB) e dopo un mese (LT).
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3.11. Analisi semiquantitativa tramite RT-PCR dellespressione di ssrA

E’ gia noto dalla letteratura che la quantita reéatli tmRNA aumenta con le elevate
temperature inB. subtilis (Muto et al.,, 2000; Shin and Price, 2007), e che in
Streptomyces coelicolag importante per la sopravvivenza delle celluleebaVate
temperature (Yang and Glover, 2009). Visto cheuitante Tm4 ha dimostrato di
avere delle difficolta nella crescita ad elevatengerature, abbiamo deciso di
verificare se ci sono delle differenze nella quantelativa di tmRNA presente nella
cellule nelle diverse condizioni di stress termiEo.stato estratto 'RNA totale dal
ceppo Sfi39 cresciuto a 42°C, 48°C e 20°C ed @ slatetizzato il cDNA usando i
primer specifici per la molecola del tmRNA e del BXibosomale 16S considerato
gene house-keepingll programma Multi-Analyst, ci ha permesso di cddee la
guantita relativa di trascritto in base alla flumrenza relativa di ogni banda presente
sul gel d'agarosio (fig 14). La quantita relatival trascritto 16S € sempre costante
per tutte e tre le temperature, invece la quangi@iva del trascritto della molecola
di tmRNA aumenta non solo ad elevate temperatuB2Qy ma anche a basse
temperature (20°C). La quantita relativa di tmRBIAuasi due volte piu elevata in
condizioni di stress, suggerendo che il sistemardBINA e probabilmente richiesto

per 'adattamento sia ad elevate che a basse tataper
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Figura 14: RT-PCR semiquantitativa sul ceppo wW8%fi

1) 16S 42T
2) t/m 42C
3) 16S 50T
4) t/m 50C
5) 16S 20C
6) t/m 20C

Area Mean  volume  Stddev. Adj.volume
mm?2 count count count

16S 42¢ 7,44 129,24 1660,56 44,06 961,02
16S 50C 7,25 136,58 1672,24 38,30 990,18
16S 20C 8,57 529,07 191195 44,70 1105,88
t/m 42C 7,81 23,22 915,84 9,30 181,33
t/m 50C 7,50 43,84 1034,87 16,06 328,97
t/m 20C 7,50 45,43 1046,79 16,04 340,88

16S42/t/m42=961.02/ 181,33= 5.3 t/m20/ tm42 =340,88/181,33 = 1,88
16S50/t/m50= 990,18/328,97 = 3,0 t/m50/t/m42 =328,97/181,33 = 1,81
16S20/t/m20= 1105/340,88 =3,2

La quantita di tmRNA in condizioni di stress termico aumenta di quasi 2 volte

3.12. Analisi del pattern proteico del mutante ssrA

Dall'analisi degli estratti proteici totali in SDBAGE mono-dimensionali, non
abbiamo osservato differenze significative in tutee condizioni sperimental
esaminate. Pero visto che abbiamo osservato déteethze nel fenotipo del mutante
TM4 rispetto al ceppo wt Sfi39 ed in piu ci sonollemedifferenze a livello

trascrizionale della molecola del tmRNA a divetsmperature, abbiamo deciso di
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effettuare una corsa elettroforetica bidimensiopalevedere se le differenze a livello
fenotipico che abbiamo osservato, sono correlaliéferenze a livello di espressione
proteica del mutante Tm4. Sono state estrattedeeipe totali da cellule cresciute a
42°C, 48°C e 20°C come descritto nel paragrafo,2lchricati su di un gel 2D (fig.
15). Nei gel 2D abbiamo osservato alcune differdrezee due ceppi, soprattutto negli
estratti sottoposti ad un cold shock. Gli spot chestravano le differenze piu
significative, sono stati identificati tramite iIAMLDI-TOP-MS (tabella 7).

Nella prima parte della tabella sono indicati spioe erano presenti nell’estratto del
ceppo wt a 20°C ed assenti nella stessa area dahtaurm4 a 20°C. Lo spot n° é
una proteina d'interfaccia tra le subunita riboshrfgene codificante yfiA). Questa
proteina € associata alla subunita 30S e 70S malteB0S, ed e stato provato che e
localizzata nell'interfaccia e potrebbe influenzdtassociazione delle subunita
ribosomali (Agafonov et al., 1999). L'abbondanzayjdesta proteina nell’estratto del
wt a 20°C puo essere spiegata dal fatto che aieebemperature il metabolismo e
un po’ rallentato e meno subunita ribosomali sossDeaiate.

Gli spot n° 12, 13 e 14 sono tutti rappresentatiladgliceraldeide-3-fosfato
deidrogenasi. E’ stato osservato in diversi chsigli enzimi glicolitici sono indotti
in condizioni di stress e in diverse condizioni aescita. Alcuni esempi sono
Lactobacillus rhamnosuslNOO1 (Prasad et al., 2003)_actobacillus helveticugDi
Cagno et al., 2006). Un elevato numero di protesgnewvolto nel metabolismo

glicolitico € importante per la sopravvivenza imdizioni di stress o incrementando i
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livelli di ATP sintetasi (Wilkins et al., 2002) oompensando la bassa capacita
glicolitica (Wouters et al, 2000).

Gli spot n° 5 e 6 sono rappresentati dal fattoreldngazione P il quale € noto per
stimolare I'attivita della peptidiltransferasi ridmmale (Aoki et al., 1997). Anche in
guesto caso l'abbondanza di questa proteina puéreesspiegata dal generale
rallentamento del metabolismo a basse temperad®aelo stesso motivo possiamo
giustificare 'abbondanza del fattore di elongagioru (spot E) . |l fattore EF-Tu e
noto per interagire con proteine denaturate o arehanno la loro conformazione
nativa come fanno i chaperon molecolari che sonmvolii nel ripiegamento
proteico per ilfolding correto e la rinaturazione delle proteine in segait uno
stress, suggerendo che oltre la sua funzione trathuzione e I'elongazione puod
essere implicato anche nella protezione delle pretda danni causati dallo stress e
nelfolding corretto (Caldas et al., 1998).

Lo spot A e la proteina putativa enoyl-CoA idraiagplicata nel metabolismo degli
acidi grassi. Lo spot L e la proteina GroEL chené ahaperon molecolare richiesto
per il correttofolding di molte proteine. E’ stato gia studiato per essedstto in
risposta atold shockArena et al., 2006;Wouters et al., 1999; Vorddbetke et al.,
2005).

Lo spot n° 16 invece &€ abbondante sia nell’'estddiowt che in quello del mutante
Tm4. L'unica differenza e che migra in modo divensd due gel, infatti nel caso del

mutante Tm4 migra in una zona a pH piu basso qumadun punto isoelettrico
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diverso. Si tratta della proteina glicolitica 2 jBokfatoglicerato mutasi fosfoglicerato

dipendente.

Figura 15: Zoom di zone del gel 2D che mostranodifférenze di estratti sottoposti

a cold shock.

Sfi20 Tm20A Tm20B

O Spots present only on Sfi20
O Spots present on the Sfi 20 and the Tm20 A/B
Spots present only on the Tm20 A/B

95



Tabella 7: Spot identificati tramite MALDI-TOP-M8lella prima parte sono indicati
gli spot piu abbondanti nel ceppo wt sottopostold shock e assenti nel mutante tm.
Nella seconda parte € indicata la 2,3 bifosfategito mutasi fosfoglicerato

dipendente che migra diversamente nei due ceppi.

Spot Protein name Swiss-prot entry

10 Ribosomal subunit interface protein Q8E1L6
12 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Q8VVB9
13 GInQ Q9AGRS8
14 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Q8VvVB9
65 Elongation factor P Q97SES8
A Putative enoyl-CoA hydratase Q8DSNO

GroEL [Fragment] Q8KJ08
E Elongation factor Tu [Fragment] Q9EZW?2

Sfi-Tm (Zoom A)

Spot Protein name Swiss-prot entry

Dx 2,3-bisphosphoglycerate-dependent Q8VVB5
phosphoglycerate mutase

Sx 2,3-bisphosphoglycerate-dependent Q8VVB5
phosphoglycerate mutase

[1] La quantita di materiale ¢ stato il fattore limitante per I'identificazione degli altri spot. | gel non erano altamente riproducibili per cui, in alcuni casi &
stato possibile prelevare il campione da un singolo gel. Ad esempio il campione 15 ed alcuni spot presenti nello zoom C erano presenti solo nel master

gel in cui erano indicati.
[2] Theorical Molecular weight: 36026 Da
3 Theorical Molecular weight: 56381 Da

4 Shift

3.13. Costruzione del mutante tmH®6.

Avendo osservato che la molecola di tmRNA é impugaer I'adattamento alle alte
e basse temperature ancheSinthermophilusabbiamo deciso di costruire un altro
mutante del genesrA che ci permettesse di identificare quali sono rgea di

proteolisi della molecola del tmRNA. A tale scopmbemo costruito un mutante
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della molecola del tmRNA che porta una modificagian corrispondenza della
sequenza segnale. Abbiamo sostituito sei aminoaoitisei istidine, in questo modo
| peptidi marcati non vengono degradati dal sistgnmeolitico. Quindi la sequenza
target nel mutante con le sei istidine, chiamatbléné AKTHHHHHHA invece di
essere AKTNSYAVAA.

I modo in cui é stato costruito il mutante € deéscmel paragrafo 2.7. In questo
mutante sono presenti sia una molecola funziondintaRNA che permette cosi al
ceppo una crescita simile a quella del ceppo vtite le condizioni sperimentali, e
una molecola portante le sei istidine. In questalonona parte dei peptidi tronchi o
danneggiati € sottoposta alla degradazione nornmiémema nel caso di stress
termico che come abbiamo visto c’é un’induzione@aasi due volte della molecola
del tmRNA, una parte dei peptidi tronchi sara m@raalla molecola modificata e
guindi non verra degradata permettendoci di rilevamite un western-blotting con

un anticorpo diretto contro le sei istidine.

3.14. Rivelazione di peptidi marcati dalla molecolamH®6.

E’ noto che il sistema di trans-traduzione viendotto in condizioni di stress, come
alte e basse temperature e mancanza di nutrieeth. Bon si sa molto sui peptidi
soggetti maggiormente al controllo della molecalantRNA tramite la marcatura.

Per questo motivo abbiamo deciso di confrontaregjliatti proteici totali del ceppo
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wt, del mutante Tm4 nel quale la molecola del tmRN&n e funzionante e del
mutante tmH6 che ha una molecola di tmRNA funziomad una con la sequenza
decapeptidica target modificata in modo tale da cara i peptidi nascenti
danneggiati o tronchi con sei istidine. Le seidisi& ci permettono in un secondo
momento tramite un western-blot con un anticorpetth contro le 6 istidine di
rivelare i peptidi in questione e in seguito ideadrli.

Abbiamo confrontato gli estratti sia di cellule cite in condizioni normali (42°C)
che in condizioni di stress termico ( 20°C e 50€@ne descritto nel paragrafo 2.18.
Dopo [l'estrazione proteica, abbiamo proseguito dan purificazione tramite
cromatografia d’'affinitd ( paragrafo 2.24) e/o amunoprecipitazione (paragrafo
2.25) per aumentare la quantita dei peptidi mardatie sei istidine. | risultati
mostrati sono riferiti agli estratti purificati peromatografia, anche se abbiamo
ottenuto gli stessi risultati anche con la co-imopnecipitazione.

Dai gel SDS-PAGE non si notano delle differenzenigicative nel pattern proteico
tra i tre ceppi (dati non mostrati). Effettuandowestern-blot con un anticorpo anti-
his (anticorpo monoclonale anti-polistidine conitegalla perossidasi; clone Hisl;
Sigma A7058) soltanto gli estratti del ceppo tmHdmab dei segnali positivi, mentre
non c’é nessun segnale negli estratti del wt emlgante Tm4 ( figura 16).

La banda piu alta ( + 55KDa) che da un segnale fiorttutti e gli estratti tmH6, ma
piu intensi nell’estratto dei 20°C e dei 50°C, [gesue dimensioni ci ha fatto pensare

ad un frammento della proteina GroEL, la qual emsdmente presente negli estratti
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proteici diS. thermophilusn quella altezza. Per questo motivo abbiamo teff¢d un
western-blot di questi estratti con un anticorpdi-&moEL ( Rabbit anti-GroEL;
frazione Igg; Sigma GmbH G6532). Questo esperimémtaconfermato la nostra
ipotesi. Infatti in corrispondenza dei 55 KDa tuffii estratti danno un segnale
positivo con I'anticorpo anti-GroEL e come ci aspeamo, la quantita di GroEL in

condizioni di stress termico aumenta (fig. 17).

Figura 16: Western-blot sugli estratti proteicripoati per cromatografia d’affinita,

con l'anticorpo anti-His

wit tm4 tmH6

+ M 37 20 52 52 37 20

52
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Figura 17: Western-blot sugli estratti proteici ificati per cromatografia d’affinita

con I'anticorpo anti-GroEL.

tmH6 tm4 M wit
20 37 52 52 20 392

3.15. Discussione.

Il tmRNA fa parte di un importante sistema di cofltr qualita che elimina mRNA
tronchi e/o danneggiati e ricicla i ribosomi blot@d 3’ terminale di mRNA tronchi.
Non é solo universalmente conservato (Gueneau dedNpWilliams, 2004), ma e
anche uno degli RNA piu abbondanti nella celluldadsaca (Moore, Sauer, 2005; Lee
et al., 1978; Keiler et al., 2000) ed e importgree la fisiologia di molte specie.

Nel presente studio, ci siamo concentrati sugétéftlella mutazione del gessrAin

S. thermophilussfi39. Abbiamo costruito un ceppo mutante nel quilagenessrAée
interrotto quindi non viene sintetizzata la molecolel tmRNA. La molecola del

tmRNA € essenziale soltanto in pochi organismi coate esempioNeisseria
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gonorrhoeag(Huang et al., 2000; Keiler, 2008). In tutte l&alspecie la mutazione
causa difetti nella crescita quando il profilo qiesssione cambia, come durante la
risposta allo stress, I'espressione della viruleazim sviluppo (Keiler, 2008). Le
cellule mostrano anche una piu lenta ripresa dafla stazionaria, sono piu sensibili
alla carenza di aminoacidi, allo stress da caldd, amtibiotici che promuovono un
read-through frameshife lo stallo ( Keiler, 2008). Nel caso &. thermophilus
abbiamo osservato che il mutante mostrava un f&geil prolungata ad elevate
temperature e per questo motivo pensiamo che Haasdel tmRNA influenza in
modo negativo la crescita ad elevate temperatubestesso fenomeno si osserva
anche inB. subtilis(Muto et al., 2000;Shin et al., 2007) edEncoli (Withey et al.,
1999; Moore et al., 2005). Questo dato e statoewonfermato dall'analisi tramite
RT-PCR che ci ha permesso di osservare un’induzietieespressione dssrA ( di
guasi 2 volte) in condizioni di stress da caldo @ freddo. Lo stesso abbiamo
osservato con un mutante smpB. Inoltre il mutam@B aveva le stessi difficolta
nella crescita del mutanssrAed i livelli di espressione dimpBerano maggiori in
seguito ad uno stress termico, fenomeno che e a$atrvato anche B. subtilised

E. coli. Per quanto riguarda gli altri stress (acido, astog ossidativo) non c’erano
differenze significative. 1 due ceppwvt e Tm4 hanno una relativamente bassa
tolleranza allo stress acido e mostrano un lievglionamento in seguito ad un
preadattamento (acido o caldo). | due ceppi ham nsposta simile anche allo

stress osmotico.
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Era gia noto che un lieve preadattamento al fremboiderisce una certa protezione al
congelamento &. thermophilused anche un preadattamento al caldo ma in minor
misura (Varcamonti et al., 2006). Nel caso del migasrAabbiamo osservato che la
mutazione aveva un effetto negativo sulla resistehzongelamento. || mutargerA
presenta una maggiore resistenza al congelamenko is0 seguito ad un
preadattamento al freddo di 4 ore a 20°C, mentygrahdattamento al caldo non
aveva nessun effetto sulla resistenza al congelam&uesto comportamento fa
pensare che la molecola del tmRNA sia coinvoltafeebmeno della crioprotezione
dipendente dallo shock da freddo e non solo alttadznto termico.

Dall’analisi dei gel 2DE su estratti proteici deppo selvatico e del mutanssrA
abbiamo identificato alcuni spot interessanti ctene over espressi nel ceppo wt (a
20°C) ed uno abbondante in entrambi i ceppi mangigea in una zona piu acida nel
ceppo mutante. Due spot sono stati caratterizzatnec proteine implicate nel
metabolismo energetico (glyceraldeide-3-fosfatalaeenasi e 2,3 bifosphoglicerato
dipendente fosfoglicerato mutasi) ed € noto checandizioni di stress c'e€ un
cambiamento generale nell’espressione proteiczaim@olge tra I'altro proteine del
metabolismo energetico per assicurare la sopranzé&van condizioni ambiental
avverse. Allo stesso modo possiamo spiegare 'aldrara delle proteine identificate
che fanno parte del macchinario della sintesi prateome fattore di elongazione P,
il fattore di elongazione TU e la proteina dellérfiaccia ribosomale. L’'over-

espressione dell’enoyl-CoA idratasi che € implicatl metabolismo degli acidi
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grassi € probabilmente dovuta al fatto che gli iagichssi sono importanti per
'omeostasi delle membrane cellulari, importanti naso del cold shock, perché
'abbassamento della temperatura causa una fluicithore della membrana
plasmatica. Per quanto riguarda l'incremento di Ekronel mutante Tm4 e nel
mutante tmH6, € una conferma di studi precedentun@far et al., 2005;
Vorderwilbecke et al., 2005) nei quali si era ossa un’induzione delle HSP nei

mutantissrA
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4. Riassunto e conclusioni
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Streptococcus thermophilus uno dei batteri lattici piu utilizzati nelle instrie
alimentari per la produzione di cibi fermentati gyot, formaggi, latticini). Si tratta di
un batterio lattico, Gram positivo, anaerobio adletante. Ha un metabolismo
omofermentativo e produce acido lattico a seguélbadiermentazione del lattosio,
saccarosio, trealosio e glucosio. Esso cresce mamaottimale a 42°C (Salminen e
Von Wright, 1993), ma puo vivere tra i 20°C e i 60(De Roissart e Luquet, 1994).
Durante 1 processi di produzione, i microrganisntiliazati sono sottoposti a
condizioni di stress notevoli e di diversa natuwwame ad esempio variazioni di
temperatura, livelli di pH e salinita, che possa®berminare condizioni fisiologiche
molto lontane da quelle ottimali per la crescitdcuhi batteri sono in grado di
resistere meglio di altri a condizioni di stressazie all’evoluzione di complessi
sistemi che regolano le risposte adattative.

Obiettivi di questo lavoro sono stati I'isolamerddo mutanti diS. thermophilusn
alcuni geni noti dalla letteratura per essere timdio condizioni di stress di natura
acida, termica ed osmotica, e di geni che codibcaer prodotti implicati nel
processo della trans-traduzione poiché uno deior&tpwiu soggetti ad alterazioni in
condizioni di stress é I'equilibrio della sintesoteica e del riciclo degli aminoacidi e
dei ribosomi. Sulla base dei risultati del lavoroAtena et al. (2006), abbiamo
selezionato come oggetto di mutagenesi i geni wadifi per: tsf (Translation
elongation factor Ts)lpL (ATP dependent proteinase ATP binding suburip)P

(ATP dependent Clp proteaselpX (ATP dependent protease ATP binding subunit),
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grpE (Heat shock protein chaperonirmisR (Class Il stress gene repressor HSP),
hrcA (Heat inducile transcription repressosmpB(ssrA binding protein)pfkA (6-
Phoshofructokinase}ufA (Elongation factor Tu)dpr (Peroxide resistance protein
non heme iron-containing ferritin)gpmA (PhosphogluceromutasejreC (Urea
amidohydrolase alpha subunit)diviVA (cell division initiation protein),
rr01(Response regulator, omologo di covR).

Sulla base della sequenza genomica del cepis thermophilusCNRZ1066, sono
state disegnate delle coppie di primers che hargrongsso I'amplificazione di
frammenti interni ai geni selezionati. Tali framrtiesono stati clonati all'interno del
vettore pGhost9 e trasformati nel cep@&ii39 di S. thermophilusmediante
elettroporazione. | trasformanti ottenuti sono istabttoposti al protocollo
d’'integrazione cromosomica per interrompere i gersaglio. In questo modo sono
stati ottenuti 8 ceppi mutanti, ed un ceppo mutdetegenelpL duplicato in tandem.

| ceppi ottenuti sonaareC, divlVA, ctsR, rrO1, hrcA, dpr, clpgmpBe clpL-tandem
L’integrazione sito specifica €& stata verificataantite PCR, usando degli
oligonucleotidi complementari a monte ed a vallé¢ giene d’interesse. In questo
modo si amplifica tutta la regione implicata nebsging-over. | mutanti degli altri
geni non sono stati ottenuti, perché tali mutazevano probabilmente letali.

Sono stati condotti diversi esperimenti sui mutattenuti per studiarne il fenotipo
in diverse condizioni ambientali ed i cambiamemi profilo proteico usando cellule

della fase esponenziale, stazionaria e celluledatéesgte allo stress termico o allo
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stress acido. | dati piu significativi riguardanadppi mutanti hrcA, ctsRed rrO1.
Abbiamo notato che l'inattivazione dei gestsR hrcA ed rrO1, influenza molto la
capacita diS. thermophilussfi39 di crescere nei terreni da laboratorio elaié. Le
cellule del ceppavt Sfi39 prese in fase esponenziale erano molto sérsi allo
stress da acido che allo stress ossidativo, ma guartolleranti allo stress termico ed
osmotico. Il preadattamento acido o termico miglitar tolleranza allo stress termico
ed acido, mentre allo stress ossidativo non miglairmolto. Per quanto riguarda i
mutanti, il preadattamento in alcuni casi pegglarmlleranza invece che migliorarla.
L’inattivazione dirrO1 aumenta la tolleranza allo stress ossidativo whaca quella
allo stress osmotico e termico, tale comportameénstiato osservato anche in altri
ceppi diS. thermophilusNel caso del mutantercA sembra esserci una sensibilita
maggiore allo stress acido, cosa che e statavasaeanche nel mutantrcAdi S.
mutans(Lemos et al., 2001). In quel caso hanno attribgitesta sensibilita ai livelli
ridotti d’espressione di DnaK ed alla piu bassaitgtdelle ATPases. Nel caso 8i
mutansquesta sensibilita si osserva anche allo stresdais/o e termico, cosa che
non si verifica inS. thermophilus

Dall’ analisi degli SDS-PAGE e di 2DE sono stathf@ymati molti dei dati messi in
evidenza dall'analisi di Arena et al. (2006). Molbende dei gel SDS-PAGE
mostrano una variazione dipendente alla fase dcitee il preadattamento o la
mutazione. Tra queste ci sono la CIpC (bl) (Clp-a3é# la ClpL (b2), la ClpX (b7),

le chaperonine DnaK (b4), la GrpE (b10) e GroES3]pproteine della risposta
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generale allo stress come la Prot 24 (bll), pretger I'inizio della divisione
cellulare come la DivIVA (b8), la glutadione ridasi Gor (b7), il trasportatore ABC
di prolina/glicina betaina ProwX (b9) ed una proteiputativa dello shock acido
(b12). Inoltre e stato osservato un cambiamentdidednsita delle bande con PM di
60,7 (b5) e 70,9 KDa (b3) che sono compatibili etsp60 e Hsp70 rispettivamente.
Sono state trovate anche proteine coinvolte nedlzosta allo stress, ma sono state
scartate dall'analisi perché avevano un coeffi@galitvariazione basso. Questa sono
GroEL, DnaJ ed HsIlO. In Sfi39 abbiamo notato cleewi aumento significativo di
DnaK, GroEL e ClpL anche in seguito ad uno stresdoa Nel mutantetsRc’e un
aumento significativo di ClpL rispetto al cepptin tutte le condizioni sperimentali,
dovuta all'inattivazione dctsR che codifica per un repressore dei gelpi Sia lo
stress acido che caldo aumentano ulteriormentesliilidi ClpL dimostrando che la
repressione datsR non e l'unico fattore che influenza I'espressiatieclpL. Si
osserva anche un aumento di DnaK e di GroEL. kpatproteici del mutantkrcA
sono coerenti con il ruolo di HrcA come repressdreoperoni hrcA e groES
L’inattivazione dihrcA riduce notevolmente ma non abolisce I'espressdranak

ed aumenta l'espressione diroEL portando ad un incremento del rapporto
GroEL/DnaK. La crescita in fase stazionaria ed eagiattamenti aumentano
ulteriormente la quantita di GroEL, indicando cherépressione da HrcA puo non
essere l'unico fattore che controlla I'espressidngroEL- groES Gli SDS-PAGE

del mutanterrO1 erano molto simili a quelli delt in tutte le condizioni, con
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I'eccezione della banda b10 (GrpE) la quale erapsenassente nel mutante.
L'incremento nella sintesi delle chaperonine evidemei gel 2DE dopo un
preadattamento non € accompagnato da una maglgsainza allo stress, indicando
che altri fattori possono essere coinvolti. Un’@igbitu dettagliata di proteomica e
trascrittomica potrebbe chiarire il ruolo di questolatori inS. thermophilus

Un’altra molecola che svolge un ruolo importante lpaisposta adattativa agli stress
e il tmRNA che grazie al processo della trans-tzamhe assicura la degradazione dei
peptidi tronchi o danneggiati ed il riciclo degimenoacidi, processi fondamentali per
la sopravvivenza cellulare. Conoscendo da studigaienti che il preadattamento al
freddo ed al caldo conferiscono una maggiore cotgaione &. thermophilug che

la molecola del tmRNA e importante per la cresgit@ondizioni di stress termico
(Muto et al., 2000) abbiamo deciso di studiareenidtipo ed il profilo proteico del
mutantessrA e costruire un mutante con la sequenza codificpateil nucleotide
target modificata per riuscire ad identificare ppeéi marcati dal tmRNA.

Dalle curve di crescita, si osserva che il mutantstrava un fase lag piu prolungata
ad elevate temperature e per questo motivo pensidmol’assenza del tmRNA
influenza in modo negativo la crescita ad elevateperature. Per quanto riguarda gli
stress (acido, osmotico, ossidativo) non c’erarifer@dinze significative. Tutte due i
ceppiwt e Tm4 hanno una relativamente bassa tolleranza sttbss acido e
mostrano un lieve miglioramento in seguito ad usadattamento ( acido o caldo). |

due ceppi hanno una risposta simile anche allossstaesmotico. Nel caso del
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congelamento, la mutazione aveva un effetto negatsulla resistenza al
congelamento. || mutantesrAaveva una maggiore resistenza al congelamento solo
in seguito ad un preadattamento al freddo di 44d26°C, mentre il preadattamento al
caldo non aveva nessun effetto sulla resistenzacalgelamento. Questo
comportamento fa pensare che la molecola del tmRRNZoinvolta nel fenomeno
della crioprotezione dipendente dallo shock dadoeé non solo all’adattamento
termico. Per quanto riguarda il pattern proteiag, caso degli SDS-PAGE i pattern
sono molto simili. Nei gel 2DE, a causa di una plaquantita di estratto I'analisi
un po’ limitata. Sono stati identificati alcuni gpsignificativi, i quali erano over
espressi nel ceppo wt (a 20°C) ed uno abbondartgtene due i ceppi ma che migra
in una zona piu acida nel ceppo mutante. Due dpgli sono proteine implicate nel
metabolismo  energetico (glyceraldeide-3-phosphatceidrdgenasi e 2,3
biphosphoglicerato dipendente phosphoglicerato sijutaa loro abbondanza puo
essere spiegata dal fatto che in condizioni disstigde un cambiamento generale
nell’espressione proteica che coinvolge tra [laltpooteine del metabolismo
energetico per assicurare la sopravvivenza in ewrdi ambientali avverse. Allo
stesso modo possiamo spiegare lI'abbondanza deiteimpe identificate che fanno
parte del macchinario della sintesi proteica coatife di elongazione P, il fattore di
elongazione TU e la proteina dell'interfaccia ribomle. L'over-espressione
dell’enoyl-CoA idratasi che e implicata nel metabwlo degli acidi grassi e

probabilmente dovuta al fatto che gli acidi grassno importanti per 'omeostasi
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delle membrane cellulari, importanti nel caso d#tlcshock, perché I'abbassamento
della temperatura causa una fluiditd minore dekanbrana plasmatica. Per quanto
riguarda l'abbondanza di GroEL nel mutante Tm4 ¢ matante tmH6, € una

conferma di altri studi (Munavar et al., 2005; Vendllbecke et al., 2005) nei quali

e stata osservata un’induzione delle HSP nei musanm

| risultati ottenuti e presentati in questa tegppr@sentano uno studio ampio e
dettagliato sull’effetto di mutazioni in geni impanti per la resistenza e
'adattamento a condizioni ambientali sfavorevoler pil batterio lattico S.
thermophilusLa comprensione del fenomeno dell’adattamentosigiss ambientali

e l'identificazione di molecole coinvolte in taldaitamento potranno essere applicate
al miglioramento genetico di ceppi &. thermophilusutilizzati nel campo delle

fermentazioni alimentari.
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