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und Genetik 

Viele Milchsäurebakterien (MSB) bilden 
neben antagonistisch wirksamen Stoff
wechselprodukten wie organischen 
Säuren und Peroxiden Bacteriocine, die 
unter anderem gegen pathogene Bakteri
en in Lebensmitteln wirksam sein können. 
Wegen dieser Eigenschaften finden MSB
Bacteriocine besonderes Interesse im 
Hinblick auf eine mögliche Anwendung 
zur Lebensmittelkonservierung. Diese 
Bacteriocine .bilden aufgrund ihrer 
chemischen $truktur und physikochemi
schen Eigenschaften drei Gruppen: kleine, 
hitzestabile, bis zu etwa 60 Aminosäuren 
lange Peptide, hitzeempfindliche Proteine 
mit einem Molekulargewicht von über JO 
kDa und Glyko- beziehungsweise Glykoli
poproteine. Das Wirkungsspektrum kann 
äußerst eng begrenzt sein, so daß nur 
wenige Stämme derselben Art gehemmt 
werden. Andererseits gibt es Bacteriocine 
wie das Nisin, die gegen viele Gram
positive Bakterien wirksam sind. Neben 
dem seit langem bekannten Nisin sind 
inzwischen über hundert Bacteriocine aus 
allen Gattungen der Milchsäurebokterien 
beschrieben warden~ Durch intensive 
Untersuchung einiger dieser Substanzen 
wurden in den letzten Jahren umfangrei
che neue Erkenntnisse bezüglich der 
Organisation der Bacteriocingene und des 
Wirkungsmechanismus gewonnen. 

Einteilung der bekannten Bacteriocine von 

Milchsäurebakterien 

• Als Bacteriocine werden definitionsge
mäß Peptide beziehungsweise Proteine be
zeichnet, die eine bakterizide Aktivität vor 
allem gegen solche Bakterien aufweisen, die 
mit dem Bacteriocinproduzenten nahe ver
wandt sind (15]. Andererseits gibt es jedoch 
bei den l'vlilchsäurebakcerien (MSB) eine 
größere Anzahl von Bacceriocinen, die ne
ben ~Iilchsäurebakterien auch in Lebens
mitteln vorkommende pathogene und coxi
nogene Gram-positive Bakterien wie Listria 
111011ocytoge11es, Bacillus cereus, Staphylococms 
aurer,s oder Clostridium botulilium sehr effek
tiv unterdrücken können (5, 11, 27}. Dieses 
antagonistische Potential versucht man, bei 
der Konservierung bestimmter Lebensmie
tei anzuwenden [29). Seit Klaenhammer 1988 
eine Übersicht über die damals bekannten 
MSB-Bacteriocine verfaßte [15], ist ihre Zahl 
von etwa zwanzig auf über hundert gestie
gen. Die Klassifizierung der Bacteriocine ist 
in Tabelle 1 dargestellt. Die meisten der 
bisher genauer untersuchten MSB-Bac
teriocine gehören zur Klasse I. 

Klasse 1-Baderiocine: 

kleine, hitze5.tabile Peptide 

Das Molekulargewicht der Klasse I-Bac
teriocine (Tab. 2) liegt zwischen 2500 und 
6000 Da. Zu unterscheiden ist zwischen den 
sogenannten Lantibiotika (Ia) mit dem be
kanntesten Vertreter Nisin und den nicht 
Lanthionin-haltigen Peptiden .( lb). Lanti-
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säuren Lanthionin, ß-Methyl-Lanthionin, 
Dehydroalanin U?d Dehyd~obutyrinenthal
ten [ 13], Siti:• entsteht:n· a\ts' Pfecursormole
külen durchAbspalwqg einer L~der-Regi

on. Die.unt)IJ?ischeg An,i:hp,s~fed~~riJ;~~ ~: 
Ergebnis poshrai:slatiönaler Mödifik'ati:orien ' 
von Serin, Threonin und Cystein. Das am 
besten untersuchte Lantibiotikum ist Nisin 
[12]. Es ist ein zyklisches, aus 34 Aminosäu
ren bestehendes Peptid mit einem Moleku
largewicht von 3353 Da; mehrere Moleküle 
können sich zu Di-oderTetrameren zusam
men lagern. Nisin tritt in den zwei natürli
chen Varianten A und Z auf, die sich nur in 
einer Aminosäure unterscheiden: Im Nisin 
Z ist an Position 27 Histidin durch Asparagin 
ersetzt [22] . Nisin besitzt ein für rvISB~Bac
teriocine auffallend breites Wirkungsspek
trum: Es ist gegen die meisten Gram-positi
ven Bakterien wirksam - besonders emp
findlich sind Lakcokokken. Bei Bazillen und 
Clostridien wird nicht nur das Wachstum der 
vegetativen Zellen, sondern auch das Aus
keimen der Sporen gehemmt. Eine Destabi
lisierung der äußeren Membran Gram-nega
tiver Bakterien durch Chelatbildner wie 
EDTA kann die Aktivität von Nisin gegen
über diesen ansonsten resistenten Mikroor
ganismen erhöhen [31]. 

Klasse Eigenschaften 

Kleine membranaktive, hitzestabile 
Peptide (< 1 OkDa) 

la ·.bntibiotika 

lb Nicht-lanthioninhaltige Peptide 

- gegen Usterla aktive Peptide 
{N-termiriale Konsensussequenz: 
-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-) 

- Bact.eriocine. deren Wirksamkeit 
von.der komplementären Witkung 
zweier Peptide abhängt 
(Zwei-Komponenten-Bacteriocine) 

- thiolaktivierte Bacteriocine, die 
einen reduzierten Cysteinrest für ihre 
Aktivität benötigen 

II Croße hitzeempfindliche Proteine 
(> 30 kDa) 

III komplexe Bacteriocine 
(benötigen eine Nicht-Protein
Komponente, z .. B, einen Kohlen
hydrat- oder Lipidrest fllr ihre 
Aktivität) 

biotib sind ribosomal synthetisierte Poly- Tab. 1: Klassifizierung der Bacteriocine von 
peptide, die die ungewöhnlichen Amino- Milchsäurebakterien (MSB) 
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._antibiqllb 

Nlcbt•Lanthionon
, hiiltige Peptide 
j mJt 1;1,terf~-

· 11 Ko1!sensosseq11enz 
J . ,, . 

~ 
!' ., 

Nisin 

LadlcinHI 

Lactocin 5 

Carnobacteriocin Bl 

8ilv~uidn A 

Curvacin A 

S#~atln A 

Sakacin P 

' Leucocin,.:Ä 

Mesentericin YI05 

;Jiiidlocin ,.-.1 .. 
' Pedlo~iri:Acff 

zwei..J(~tjlpone!lten- Lactacin F 
•Baderiöcine 

Thitil0 akti,,ierte 
B•deriocine 

Andere 

Lactococcin Ci 

Lactococcin A 

Lactacin B 

Curvotlcln FS47 

L. /actis 
ssp. /act/s 

Liams 
•~'. (r.7.c.tfs 

Lb.sake 

C. plscic:ola 

,.~;b~~~s. 
-,: ,·,• . .- ···. 

Lb. curvatus 

Lb. salre 

Leuc. 
mesenteroides 

Pitf. ttt1ldlloctid 
- ! 

Lb. johnsonil 

Lb. plantoru'.,t, 

L lactls 

L. ltidls 

L lacti.s 
ssp. c:remoris 

L; /,mls 
ssp. crem!'rls 

Lb. acldophilus 

Lb. 'c:ur,ra'tus 

Carnobacteriocin A= C. piscico/a 
Piscicolin 61 

gr•-Bi,kterien 

M5•! . . . .·. .. . ... 
Cl. tyrobillylf~uni, 

MSB 

M SB, J.lsteria 

MSB, Msteria 

MSB, Usteria, 
Broch,,thrix 

Llsterio 

Laktol,azillen, 
Ent. la ecalis 

Laktotokken (7) 

Laktol.okken 

Lb. heivetlr:us 
Lb.deli\rOc:kll 

Laktobazillen 
l.lsterld; B:adJJus 

MSB, Listeria 

3353 

3769 

4969 

:'.,üci;f 
4000, 

5000 (?) 

3666 

6300 

1681,(~) 
.27 •• (li) 

4376 (a) 
4109 (ß) 

5783 

8100 

4070 

5052 

B ! 0 S P l K T P. U M • 5 , C) 5 • 1. J , 11 R 1, A N C 

34 

27 

33 

48 

41 

38-41 

41, 

43 

36 

57, 62 

39 (a) 
35 (ß) 

54 

.. 51 

53 

konjugatives 
70 kB• Transposon 

~jugatives 
1o ka~ TransJJ01on 

50 kB-Plasmid 

61 kB-Plasmid 

60 kB-Plasmid 

chromosomale DNA 

episomal 
und konjugativ 

· ditbnio:somale Dl!i" ·•·. ;i !:· .. ' .. '', ' ' ... · 

60 kB-Plasmid 

, könjP.fatl!!~ 
ti ~8-Pl•s!k*I 

75 kB-Plasmld bzw. 
22 kB-Plasmid 

Tab. 2: MS8-8aderioclne der Klasse/. gr•-Bakterien = Gram-positive Bakterien, MSB"' Milchsäurebakterlen 

Die ebenfalls zur Klasse I zählenden 
nicht Lanthionin-haltigen Peptide weisen 
eine Reihe von strukturellen Gemc:insam
keiten auf. Wie die Lantibiotika werden 
auch sie als Precursormolekille synthetisiere, 
die eine N-terminale Leader-Sequenz von 

18 oder 21 Aminosäuren aufweisen. Bei al
len bisher untersuchten Bacteriocinen die
ser Klasse wurden Z'\\ ei aufeinanderfolgen
de Glycinreste unmittelbar vor der Spalt
stelle (processing sicc) des Precursormole
küls identifiziert. Dies deutet auf einenge-

meinsamen Prozessierungsmechanismus 
dieser kleinen hydrophoben Peptide hin. 
Das N-terminale Ende des Prepepcids be

ginnt meist mit einem Methionin, gefolgt 
von einem Lysinrest, und die aktive Form 
des Bacteriocins weist am N-Terminus ei-
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nen Lysin- oder einen Argininrest all,f (7). 

Diese Peptide werden im Gegensatz zu den 

Lantibiotika nicht mehr posttranslational mo
difiziert. Das aktive (,,reife") Molekül be

steht bei den Bacteriocinen dieser Klasse 
aus 35 bis etwa 60 Aminosäuren µnd kann 

Wirkung oder Spezifität des Bacteriocins in 

Zusammenhang g•~bracht wird [16). All die
se von sehr unter.,chiedlichen Milchsäure

bakterien gebildeten Bacteriocine weisen 
Ähnlichkeiten in : hrer Aminosäuresequenz 
auf (Abb. 1 ). Sakacin A ist mit Curvacin A 

ein PA-1 und eine 39 %ige Homologie zu 

Leucocin A [20). 
Zu den nicht Lanthionin~haltigenPepti0 

den der Klasse I gehören auch Bacteriocine, 

für deren Aktivität das Zusammenwirken 
zweier Peptide notwendig ist (Tab. 2). So 

l 10 2G lO 40 SO 

LEUOOCIN A 
MSSENTERlClN Yl0S 
Sl\KAClN A 
SAKACIN P 
PSDIOCIN PA- l 
CARN0BACTBRIOCIN 82 
PISCICOLIN 6l 
CURVATICI11 FS47 
LACTOCOCCIN A 
LACTACIN F 

K y y G N G V H~T~S G Cs V N w GE A : F s AIV H R L~NmG N G F w K Y Y G N G V H C T K S G C S V N WG E A/A S AG H R LA N G G N Cl F 
AR S YGNGVYCNNKKC;VNRGBA.TQS IGGM SGWA!GLAGM 

KYYGNGVHCGKHSCTV;WGTAIGNI NNA,ANXATGXNAXX 
KYYGNGVTCGKHSC VDWGKATTCI NNOiMAWATGGHQGNHKC 
VNYGNGVSC]KTKCSV WGQAPQE T~-0 NSF~ GVASGAGSIGRRP 
D Q H S G V N G K G S S K Q A. C G Lfö] I V Cl ,G l,·A T, l• P S · P L G II L A G A A G V I N S C M K 
YTAKQ LQAIGSCDIAGTGAGAAG~PAGAFV~AXVVXI •.. 
KLTPIQSTAAGDLYYNTNTHLYVYQOTQNAP~AAANTIVNGWMGGAAOGFGLHH 
RN N W Q T N V Q GA V G SANI GA TV G G TI C G PA CAVA GAB Y L PI LW T G V TA AT GGF. G,K IR K 

Abb. , : An,inosiiuresequenzen van Bacterioclnen der Klasse I. ldentis,i:he Aminosäuren sind umrandet. Die Sequenz van Curvaticin FS47 ist nur bis 
zur JB. Aminosäure bekannt. Die Sequenzdaten sind der Literotur entllommen. 

amphiphile Helices · mit unterschiedlicher 
Hydrophobizität und ß-Faltblattstruktur bil

den. 

Ein großer Teil der nicht Lanthionin
haltigen Bacceriocine der Klasse I gehört zu 

den gegen Listerio aktiven Peptiden, die im 

N-terminalen Bereich eine gemeinsame Se
quenz (-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-) 

aufweisen, die direkt mit der bakteriziden 

identisch [28), und Leucocin A unterschei
det sich von Mesencericin YIOS lediglich 

durch einen zusädichen Tryptophanrestam 

C-terminalen Ende und in zwei weiteren 

Aminosäuren [10]. Auch die von unterschied

lichen Arbeitsgruppen untersuchten Pedio
cine AcH und PA-1 von Pediococc11s acidi
loctici erwiesen sich als identisch. Bavaricin 

A zeigt eine 66 %ige Homologie mit Pedio-

ergänzen sich beim Lactococcin G däs 
a- und ß-Peptid in ihrer bakteriziden Wir
kung. Ein Mischungsverhältnis von etwa8:'t 

ergibt eine im Vergleich zu den einzelnen 

Peptiden Sfach höhere Aktivität [23]. Beim 

Plantaricin A wirken zwei nahezu identische 

Peptide zusammen, die sich nur durch eine 
zusätzliche Aminosäure unterscheiden [24]. 

Auch Lactacin F von LactobacilltJS jolmsonii 

Alberts, B. et al. 

Molekularbiologie der Zelle 
Übersetzung herausgegeben von L. Jaenicke 
3. Auflage 

1995. L, 1600 Seiten mit 
1400 Abbildungen davon 
700 in Farbe und 50 Tabellen. 
Gebunden. Ca. DM 148.00. 
ISBN 3-527-30055-4 
(VCH, Weinheim) 

Das Standard-Lehrbuch der 
molekularen Zellbiologie jetzt 
durchgehend vierfarbig! 

Wiederum wurde det Inhalt 
völlig neu bearbeitet und dabei 
den aktuellen Entwicklungen 
des Fachgebiets angepaßt. 
Das erfolgreiche didaktische 
Konzept konnte durch Einbe-

ziehung zusätzlicher Druckfar
ben und graphisch hervorra
gende Aufarbeitung weiter ver
feinert werden. Der flü ,sige, 
lockere Stil der Übersetzung 
macht das Lernen zu dnem 
echten Lese-Erlebnis! 

Aus Rezensionen zur zi,,,eiten 
Auflage: 

Dieses Buch ist erneut ei 11 gro
ßer Wurf; die in den vergange
nen Jahren aufgekommene 
starke Konkurrenz konnt,; noch 
einmal abgeschüttelt w,!rden, 

"this is the real thing "'· . 

Die „Molekularbiologie der 
Zelle" hat schon bei ihrem er
sten Erscheinen Traumnoten 
der Kritik erhalten. 

Mehr Lob läßt sich nicht an
häufen, außer vielleicht mit der 
Aussage, daß dieses Buch mit 
der Reifung noch schöner ge
worden ist... Lesevergnügen 
und Bildung, im besten Sinne 
des Wortes, sind garantiert. 

Nachrichten aus Chemie, 
Technik und Laboratorium 
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gehört zu die~er Gruppe aus Zwei-Kompo
nenten-Bacteriocinen. Das Lactacin F-Ope
ron enthält die Strukturgene für zwei Pepti
de, die sich in ihrer Wirkung ergänzen. Die 
Bildung eines aktiven Komplexes au~ dem 
LafA- und dem LafX-Pcptid ist mit einer 
Erweiterung des Wirkungsspektrum!; ver-

wesenclich weniger bekannt als über die 
Pcptid-Bacteriocine der Klasse I. Mit Aus
nahme des von Entt rococcus Jaecalis S-48 ge
bildeten Bacteriocin s werden sie von Lakto
bazillcn prod_uziert. Die Proteine werden in 
der Regel durch Erh tzcn aufTemperaturen 
über 80 °C irrcvcrsit. el denaturiert. Das Mo-

Eealtl 
Hin 1111 

EcaRV LaRV 

B I OSP f" i•u t.1 • !1·9S • 1 JAHR CII.JiCi 

Klasse.111-Bacteriocine: Lipid- und/oder 
Kohlenhydratanteil essenti'ell für Aktivität, 

Zu dieser Klasse gehört das bereits 1967' 
von DeK.lcrk und Smit beschriebene Bactc-' · '; ';:: 
riocin von Lactobacil/u.i fennentt.un, das -- ser- '· · •. 
wohl einen Lipid- als auch'eineri Zuckerfest' 
enthält [4]. Wie aus Tabelle 3 zu ersehen, 
wurden weitere Bacteriocinc als Glyko-oder 
Glykolipoproteine beschrieben. In den mei-

Hindlll EeollV 
Hindlll 

EaoRI llindlU l r.caR, 1,Ecalll 
sten Fällen beruht diese Zuordnung aller-. 
dii1gs nur auf der. beobachteten Sensitivität. 
gegenüber a:.Amylase und lipolytischen · 
En:tymen und wurde.durch keine \Veiteren, 
Untersuchungen bestätigt. 

2.0 4.0 6.0 
C L i . 

12.G 

~ lumumnmrn~ _ lt 1 _ 
11i1A 11iaB 11isT ni•C nill nisP 1i1R nisK 

~bb. 2: Genkarte des Nisin-Operons von L. lactis 6F:J mit den bekannten acht Genen sowie 
yerschiedenen Restriktionssc:hnittstellen. Die Zahle.n entsprechen Kiloba ;en. (nach [8]) 

Bacteriodne wirken' primär an der· 
cytoplasmatischen ~embran 

Detaillierte Studi~n über den möglichen 

Wirkungsmechanismus von MSB-Bacteri
ocinen liegen bisher nur für das Nisin, Lac
tococcin A und B sowie Lactacin F vor. Am 
besten untersucht ist das Nisin. Bei der _Be
handlung vcm sensitiven Zellen mit Nisin 
und anderen Lantibiotika erfolgt ein rascher 
Austritt von Ionen, zum Beispiel K+,' und 
kleinen Molekülen wie Aminosäuren oder 
ATP aus dem Cytoplasma, verbunden mit 
einem gleichzeitigen Abfall des Mcmbran
pocentials. Der durch Nisin induzierte lo
neneffluxist vorn Energiezustand der Mem-

bunden: Das LafA-Peptid ist nur gegen Lac
tobacillus he/veticus aktiv - durch die Kombi
nation mit dem LafX-Pcptid erhält das Lac
tacin F seine Aktivität gegen Lactobttcillus 
de/broeckii und gegen E11terococcusfae.ca/is [2]. 

Klasse 11-Bacteriocine: 
große, hitzeempfindliche Proteine mit 
Molekulargewicht von mehr als 30 kDa 

Diese Klasse umfaßt bisher nur wenige 
ßacteriocine (Tab. 3), und über dic~e ist 

~ .:: .·:·-·_,,1- .-, .. ~~ ; 
:f.,..J.tr '. '. ., ·: 
. =•\ ·' -~~ ... : ~ ;i l 

Klasse II Caseicin 80 

Helveticin J 

Helveticin V-1829 

Enterocin S-48 

Klasse III Fermenticin 

Lactocin 27 

Plantaricin S 

Leuconoci n S 

Carnocin 54 

Pediocin SJ-1 

lekulargewichc liegt über 30 kDa. In wäßri
ger Lösung bilden diese Proteine jedoch 
offensichtlich Aggrc ;ace von wesentlich ,hö
herem Molekularge,,icht, zum Beispiel von 
mehr als 300.000 k )a beim Helveticin J. 
Bacccriocine dieser Klasse zeigen ein sehr 
enges Wirkungsspel trum, das sich auf nahe 
verwandte ßaktcrier beschränkt. Besonders 
extrem ist dies bcin-, Caseicin 80 und beim 
Enterocin S-48, die j ;weils nur gegen Stäm
me der eigenen St:czics Aktivität zeigen 
[25] . 

. .i;. ~ 1t':"~ .. -...:--~-;;-a.i 

t_·:'/t .· .. :: ~( 
Lb. casel Lb. casei 

Lb. helveticus l.b. helvetic:us 
Lb. delbrückli 

Lb. helveti, us Lb. helvetic:us 
Lb. delbrllckli 

Ent. foeca/, s Ent. foeco/is 

Lb. fermen um Lb. fermentum 

Lb. helveti, US Lb. acidoph/lus 
Lb. helveticus 

Lb. plantar 1m MSB, Mic:roco,;cus 
Propionibac:t., Clostridium 

Leu,; •. MSB, Listeria, Staph. 
paramesen teroides aureus , Clostridium 

Leuc, carnc sum -MSB, Listerio · 

Ped. acidil1 ·dlc:i Lactobacillus, Listeria 
Clostridium 

4_0 kDa, IEP = pH 4,5, 
Mitomyc_in C-induzierbar 

37 kDa, Mitomycin C-induz., 
chromosom. Determinanten 

chromosomale Determinanten 

80 kDa-Protein, 
bakteriolytisch 

hitiestabiles Glykolipo-
protein (56,7 % Mannose) 

hitzestabiles Glykoprotein, 
12,4 kDa 

hitzestabiles Glykoprotein, 
,;a. 2,5 kD.a · 

et-Amylase-sensitiv, hitze-
stabil, bakteriostatisch 

et-Amylase-sensitiv, 
hitzestabil,_ ca. 4 kDa 

a-Amylase0sens., hitzestab., 
ca. 4 kD.a, -4,6 mDa-Plasmid 

rabeile :J: MSB-Bacteriocine der Klassen II (hitzeempfindliche Bacteriocii ,e mit Molekulargewicht> :JO kB) und III (komplexe Bacteriocine) 
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Abb. :J: Restrik.tionskarte des Plosmids p9B4·6 aus L. lactis 9B4. Das lfergrößert gezeichnete DNA·Frogment zeigt die wahrscheinliche Anordnung 
der Lactococcin A; B- und M-Operons, die aus den Einzeldaten der d,-ei untersuchten Subspezies von L loctis abgeleitet wurde. Die gestrichelte 
Linie gibt die Bereiche an, von denen keine Sequenzdaten bekannt sind. Die Transkription der Lactococcin-Operons erfolgt In Pleilrichtung. Die 
zwei kleinen Rechtecke unterhalb der Basislinie entsprechen den Im rext erwilhnten identischen upstreom-Bereichen. Die gebogenen Pleile geben 
Transkrlptlonsstartpunkte wieder, während die offenen Kreise Terminatiansregionen darstellen (nach [17]). 

bran beziehungsweise der Zelle abhängig 
und offenbar die Folge der Bildung von 
Porenkanälen durch die cytoplasmatische 
Membran, die durch Zusammenlagerung von 
Nisinmolekülen entstanden sind. Dabei ist 
der hydrophobe Teil der amphiphilen Pep
tide dem Membraninneren zugewandt, wäh
rend der hydrophile Teil die Innenseite des 
Kanals bildet. Die Fähigkeit zur Porenbil
dung hängt von der Zusammensetzung der 
Membranphospholipide und vom Membran
potential ab, was den Unterschied in der 
Empfindlichkeit verschiedener Bakterien 
erklären könnte. 

Es gibt Hinweise auf einen zweiten Wir
kungsmechanismus des Nisins, an dem die 
für Lantibiotika typischen Oehydroamino
säurereste wie Dehydroalanin und Dehy
drobucyrin beteiligt sind. Durch Reaktion 
mit freien Sulthydrylgruppen von Zellmem
branproteinen kann das Auskeimen von 
Bacillus- oder Clostridium-Sporen gehemmt 
werden [21). Durch die hydrophoben Ei
genschaften des Nisinmoleküls kommt eine 
Wechselwirkung mit der Membran zustan
de, die zur Bildung von Porenkanälen und/ 
oder zu Reaktionen mit freien Sulfbydryl
gruppen führt. Möglicherweise machen sol
che kovalenten Wechselwirkungen das Vor
handensein eines spezifischen Membranre
zeptors überflüssig und induzieren eine ak
tive Konformation des Nisins, die für die 
Einlagerung in die Membran erforderlich ist 
(16]. 

Im Gegensat;: zu Nisin ist die Wirkung 
des nicht Lanthi•min-haltigen Bacteriocins 
Lactococcin A ur,abhängig vom Energiezu
stand der Membran, daß heißt von dem 
Vorhandensein einer protonenmocorischen 
Kraft. Interessantern·eise kommt es bei sehr 
hohen Ko11Zent1ationen des Bacteriocins 
auch bei den ansonsten unempfindlichen 
Zellen des Lactococcin-Produzentcn zu ei
nem Zusammenhruch des Membranpoten
cials (,,Immunit)' breakdown"). Der lacto
coccus-Stamm we,st demnach Immunität ge
genüber dem von ihm gebildeten Bacterio
cin nur bis zu einer bestimmten Konzentra
tion auf. Verschiedene Beobachtungen spre
chen dafür, daß ein membranassoziiertes 
Rezeptormolekül an der hohen Spezifität 
des Lactococcins A beteiligt ist [34]. Lactoc
cocin B ist nur 2 ktiv, wenn das Cystein in 
Position 24 nicht oxidiert ist. Der reduzierte 
Zustand von Cyi,cein-24 ist möglicherweise 
für die Erkenn urig eines Membranrezeptors 
essentiell oder beeinflußt dessen Struktur 
derart, daß die E mlagerung der Bacteriocin
moleküle und die Porenbildung gefördert 
wird [36}. 

Auch das Zw~i-Komponenten-Bacterio
cin Lactacin F ir1duziert bei Zellen von En
terococcusfaecalis ATCC 19443 eine sofortige 
Freisetzung von K•, eine Depolarisierung 
der cytoplasmatischen Membran und die 
Hydrolyse des internen ATP. Ähnlich wie 
bei den LactOCO< '.cinen wird für die Porenbil
dung keine protonenmotorische Kraft benö-

tigt, und es wird eine B'eteiligung von Re
zeptoren an der sehr spezifischen Wir
kung dieser Peptide angenommen [l}. 

Operonstrukturen der Baderiocin-Gene: 
Acht Gene bilden das Nlsingencluster 

Während sich das Nisingencluster auf 
einem chromosomal incegrierten 70kb
Transposon (Tn5276) befindet [26), sind die 
Gene der nicht zu den Lancibiotika gehö
renden Klasse 1-Bacteriocine meist auf Pläs
miden verschiedener Größe lokalisiert. Sie 
werden zum Teil von gemeinsamen Promo
toren transkribiert. Für die Biosynthese cfes 
Nisins werden aufgrund des Gehaltes an 
ungewöhnlichen Aminosäuren neben den 
Genen, die für das Bacteriocin selbst, die 
Immunität, die Transportfunktion sowie re
gulatorische Funktionen kodieren, auch 
Gene für weitere modifizierende Enzyme 
benötigt. Insgesamt wurden achtGene (ni}A, 
nisB, nisC, nisl, nisK, nisP, nisR, nisT) ideri,ti
fiziert, die einen DNA-Bereich von rund '11 

kb umfassen [81 (Abb. 2). 
i 

Die Sequenzierung des aus verschiede-
nen L. /actis-Stämmen isolierten Strukttir
gens für Prenisin, nisA, ergab nur Differ~n
zen in den flankierenden ONA-Regionen. 
Vor nisA konnten keine promotorähnlich~n 
Sequenzen nachgewiesen werden. Da l\P· 
srream von msB ebenfalls kein Promotor, 
downscream von nisB jedoch ein Terminator 
identifiziert werden konnte, wird davon aus-
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A 
H . .__--,--- ,---LE _,_C-J..E __ _,,E ~ , ,. l~ 3~ 4~ 5kb 

J,l kbmRNA 

I._I ----""~=~ 
pl:>A pln8 plnC ploO 

B 
5 C 5 P .. 

1 lb 2:kb 3•b 4kb 

mRNA UI --- ---- ----- mll.NAII 

___.,_ mRNAI 

Abb. 4; Organisation des Plantaricin A
Operons (A} und des agr-Genclusters aus 
Staphylococcus aureus (B). Restriktionsstel
len: C, Clal; E, EcoRI; H, Hindlll; Hi, Hincll; 
P, Pstl; R, Rsa/; S, Sspl. Offene Leseraster: 
plnA und hld kodieren für die Vorläuferprotel-

t . 
ne von Plantorldn und o-Lysin; plnB und agrB 
kodieren für Proteine, die zur Familie der· 
Proteinkinasen ge_hören; plnC. D u11d. agrA 
kodieren für sogenannte „Response Regula
tar"-Proteine, während die Genprodukte von 
agrD und agrC unbekannte Funktionen 
besitzen. Die Pfeile zeigen bekannte mRNA
Transkripte dieser Regionen an (nach [6]). 

gf;gangen, daß beide G_cne als polyciscroni
sqhe mRNA transkribiert werden [30). Auf

g~und von Strukturanalysen wird angenom

men, daß NisBein membranassoziicrcesPio

i:6in ist, das bei der ertzymacischcn Mc1difi

kdtion von Nisin eine Rolle spielt. Ni.ff 
kann für .ein Protein von 600 Aminosäuren 
' m,ic einem angenommenen l\ilolekulaq~e-

wjcht von 69 kDa kodieren. Downstream 

von 11üT liegt ein weiterer ORF (ni.rC), der 

teilweise mit nisT überlappe. Er besitzt eine 

Kodierungskapazitätfürein Protein von 414 

Aminosäuren mit einem angenommenen 

l\1_olekulargcwicht von 4·7,3 kDa: Di~ (,cn

produkte von nisT und nisC könnten bei der 

~~ifung der Lantibiotika eine Roll~ spielen. 

1 
Auf der 3'-Seite von uisC befinden sich 

noch vier weitere offene Leseraster [8, 19, 

3q): NisI . ist ein Lipoprotein und determi

nifrt die Immunität gegen Nisin. Der Me

chanismus der Immu1'lität ist noch unklar, da 

a~er Nisl mit seinen Lipoproteinantcilen an 

der Außenseite der Zellmembran lokalisiert 

ist, könnte die Immunität durch direkte 

Wechselwirkung mit. dem Nisinmolckül 

hrrvorgerufen werden, ri1öglicherwcisc 

d~rch Verhinderung der Nisinaggrcgatbil

d~ng [8]. Der Transkriptionsscarc von nisP 
ül7crlappt mit dem 3 '- Ende von nüI. Das 
Gen kodiert für ein pmencielles Proce.in von 

682 Aminosäuren. l Jie deduzierte Amino

säurcseq uenz besitn eine N-cerminale Si

gnalsequenz und zeigt weiterhin Homolo

gie zu Proteasen des Subtilisin-Typs. Die 

Protease wird wahr ;cheinlich zur Abspal

tung des Lcaderper cids während. der Rei
fung des Nisins· ben,,tigt. Die angenomme

nen Genprodukte v• ,n nisR und nisK besit

zen große .J·fomolo1 ien zu Proteinen von 

Zwcikompöncnten- ~ignaltransduktionssy

sremen. NisK ähne t dabei den in· diesen 

Rcgulationssysteme1, vorkommenden I Jisti

dinkinasen. 

Drei Lactococcingen,~ kodieren die 
Lactococcine A, B und M 

Oie Operons der Lacrococcine aus L. 
k1ctis wurden parallel in verschiedenen Sub

spezies dieser Art eh uakterisiert; sie befin

den sich jeweils ger.ieinsam auf dem glei

chen Plasmid (Abb. 3). Die Operons der 

Lactococcine A und 3 bestehen jeweils aus 

dem Bacteriocinstru~ turgen (/mA bzw. /cnB) 
und ·dem Immuriitä sgen (/ciA bzw. feiß), 

vrährend das Operon von Lactococcin Jvl ein 

weiteres offenes Le .erastcr (/cnN) besitzt. 

Sowohl /cnM als aueb lcnN sind für die Aktie 

a 1 0 S P E II{ T R U M • "i •; '5 • t t A lt • Gi A „ G, 

.. ~ •.•.• ·_, .... .... :, , S..·· '"' , .;.,.-ic·,-.• 

Leseraster gefunden [32): LcnD kodiert für 

ein potentielles Protein von 52,5 kDa, und 

lct1C besitzt eine Kodierungskapazität für 

ein Protein von 78,8 kDa. Beide Gene gehö

ren zum /cnA-Operon. Das bedeutet, daß 

nach der Transkription neben der mRl\"A, 

die die Gene /cnA und kiA trägt und deren 

Startpunkt unmittelbar upstream von /c11A 

liegt, eine polyeistronische mRNA mit den 

Genen/mC, D,Aund Bgebildetwird.LcnD

homologe Sequenzen wurden auch up

stream von /cnM gefunden. 

Ein Signalpeptid-unabhängiges Transport
system exkretiert die Lactoco~cine 

Da Mutanten mit einem Defekt in IC!IC 
bzw. /cn[) Bacteriocin-negariv sind, werd~I) 

beide Gene für die Bakteriocfn~ktivicäc be

nötige. Die potentiellen Aminosäuresequen

zen von lcnC und D zeigen Ähnlichkeit mit 

Proteinen, die an der Signalpepcid-unäb-·: 

hängigen Eockretion bestimmter Proteine 

beteiligt sind, wie zum Beispiel Hä111olysin 

und Co licih E aus E: to/i: Für die-~cn SeJ~re: 

tionsmcchanismus wird ei~ · ATP-abhängi

ger Membrantranslokator benötigt, der mit 

seinem hydrophoben N-Terminus an die 

Helveticin J Operon . 

EcoRI Bg/1 
t T R 

hlvJ ~I ( OAF4 ] :I 
4~41 bp 

Abb. 5: Organisation d,s Helveticin J-Operons ll'on Lactobacillus helveticus ·481. P, J>romator; 
T, rha-unabhängiger T, ,rminatar: R, ribosomale Bindungstelle. Einige Restrlktiansschnittsteilen 
sind angegeben (nach [16]). · · 

vität von Lactococcit M erforderlich. LciM 
kodiert für das lmmt nitätsprotein. 

Die S'-Sequenze .1 aller drei Operons, 

einschließlich der Pr imotor- und Signalse

quenzen, sind bis ZUJ universellen GG-Pro

zessiemngsstelle nat ezu identisch. U11ge

achtet des identisch :.n. 5'- Promotorberei

ches zeigten Pr_imcr-f xtension-Analysenje

doch, daß sich die St: .rtpunkte der mRN As 

des /cnA-Operons u11d des /cnM-Operons 
um zwei Kilobascn u , 1terscheiden [33] . Die 

Sequenzbereichc doFnstrcam von der Lea

derpcpcid-Prozessien ngsstel le, das heißt die 

Strukturgene der Lac tococcinc A, B und M 
sind unterschiedlich Upstream des /cnA

'operons wurden_ noc 1 zwei weitere offene 

Membran gebunden ist ~nd ~it dem Groß
teil des Molek üls in das Cytoplasma.hinein

ragc. Außerdem ist für ciiesc P~oteine eine 
G~terminale. Konsensussequenz charakteri

stisch, die ATP binden kann. Diese Konsen

sussequenz wurde. auch bei LcnC gefunden. 

Assoziation der Strukturgene von 
Plantaricin A und Sakacin A mit Proteinge
nen, die zu Zweikoinponenten-Signal
transduktionssystemen homolog sin~ 

Für die ixpression von Pla~cariein Aaus 

1,actobacillus plantarum Cl ( wird ein Trnns
kript gebildet, das neberi dem Strukturgen 
fürJ>J;mcaricin (plnA) d ie Genep/nB, C u~d 

·. ~) : • 1 
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D enthält (Abb. 4, oben). Die möglichen 
Genprodukte von plnB, C und D zeigen 
Ähnlichkeiten zu Proteinen, die im „Acces
sory Gene Regulatory System" (agr) aus Sta

plzylococcus aureus vorkommen (Abb. 4, un
ten). Das agr-Operon reguliert die Synthese 
verschiedener extrazellulärer Proteine, von 
denen viele eine Rolle in der Pathogenese 
von Staphylokokkeninfektionen spielen [9]. 
PlnB stimmt zu 25 % mit agrB überein, und 
P/nC und D sind untereinander sehr ähnlich 
und zu 33% mit agrA identisch. Plantaricin 
zeigt außerdem Gemeinsamkeiten mit ei
nem zum Gencluster des agr-Systems gehö
renden Peptid (Ö-Lysin), das bei Aktivie
rung des agr-Systems verstärkt transkribiert 
wird. Es handelt sich bei beiden um kleine 
kationische Peptide von 22 beziehungswei
se 26 Aminosäuren, die offenbar ohne Mit
wirkung eines typischen Signalpeptids ex
kretiert werden. Es wird außerdem ange
nommen, daß beide Toxine Poren in Mem
branen bilden können. 

Bei dem Sakacin A-produzierenden 
StammLactobacillus sake Lb 706 wurde durch 
Komplementationsversuche mit Sakacin-

.X. 
Methoden 

der 
Biotechnologie 

Methoden 
der 

Biotedmoklgie 
M ...... .... .,_.....,. 

Minusmutanten, in Gen identifiziert(sakB), 
das neben dem ,',akacinstrukturgen (sakA) 
für die Bacteriocinbildung von Bedeutung 
ist [3]. Die dedu;1iette Aminosäuresequenz 
das SakB-Proteins zeigt eine große Ähnlich
keit mit jener de, AgrB-Protein: Es besitzt 
ebenfalls an Position 240 einen Histidinrest, 
der wahrscheinli,~h als Phosphorylierungs
stelle dient. Auß<;rdem sind beide Gene in
nerhalb einer 12 bp-Sequenz fast 100 %ig 
identisch. 

Helveticin J von i.actobacillus helveticus 
ist chromosomal kodiert 

Helveticin J ist das einzige Bacteriocin 
der Klasse II, desi.en Strukturgen einschließ
lich der angrenz•.!nden DNA-Bereiche nä
her analysiert wu ,-de [ 14] (Abb. 5). Innerhalb 
des sequenziertcn Bereiches liegen sechs 
offene Leseraster. Unmittelbar upstream 
vom Strukturgell (h/vJ) befindet sich ein 
weiteres offenes Leseraster (ORF 2). Upsc
ream von diesem liegt eine promotorähnli
che Sequenz, während downstream vomhlv J
Gen ein rho-unahhängigerTerminator loka-
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lisiertist. Diese Befunde, wie auch Northern 
Blot-Analysen weisen darauf hin, daß beide 
Gene auf einer Transkriptionseinheit abge
lesen werden. Die Funktionen der mögli
chen Genprodukte der andern offenen Le
seraster sind nicht bekannt. 

Ausblick 

Die Bacteriocinforschunghat in den letz
ten Jahren zweifelsohne erhebliche Fort
schritte gemacht. Es gelang, sowohl die 
Struktur vieler MSB-Bacteriocine als auch 
die Organisation der verantwortlichen Gene 
aufzuklären. Durch das relativ enge \\'.ir
kungsspektrum sind der praktischen An
wendungin der Lebensmittelkonserviemi'tg 
noch Grenzen gesetzt. Die Suche nach Sub
stanzen mit einer größeren Wirkungsbreite 
wird daher weiterhin von Bedeutung sein. 
MSB-Bacteriocine mit einer Aktivität auch 
gegen Gram-negative Bakterien wie Salmo
nellen oder Campylobacterwären für den Ein
satz zur besseren Absicherung verschied,e
ner Lebensmittel wünschenswert, sind bjs-
her jedoch noch nicht bekannt. · 

Methoden der Biotechnologie 
Herausgegeben von Prof. Dr. Hans -Peter SCHMADDER, Jena. 
Bearbeitet von 16 Fachwissenschaftlern. 
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Bei dem Aufstieg und den Fortschritten der Biotechnologie in den letzten Jahrzehnten ist es unerläßlich, fachüber
greifende Aus- und Weiterbildungsprogramme anzubieten, wobei das interdisziplinäre Arbeitsgebiet eine enge Koopera
tion zwischen Naturwissenschaftlern und Ingenieuren voraussetzt. Daraus· erwuchs die Notwendigkeit, ein Methoden- 1 

buch zu entwickeln, das Basisverfahren und Experimente aus wichtigen Bereichen der Biotechnologie fü.r das praktische · 
Training im Studium und in der postgradualen Fortbildung nach einheitlichem Versuchsaufbau präsentiert. · 
Nach Darstellung der naturwissenschaftlichen Grundmethoden (Analysenmethoden, Stammisolierung, mikrobielle Gen
technik) wird auf die Bioreaktionstechnik und verschiedene Aufarbeitungsve,fahren eingegangen. An Spezialtechniken 
werden u.a. mikrobielle Sensoren sowie tierische und pflanzliche Zell- und Gewebekulturen vorgestellt. Abgerundet wird 
die Darstellung durch ein Kapitel über statistische l'ersuchsplanung, Versuchsauswertung und Modellübertragung. 
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Ein besseres Verständnis der Struktur
Funktionsbeziehungen sollte die Entwick

lung von maßgeschneiderten Bacteriocinen 
ermöglichen, die nicht nur eine höhere Ak

tivität und ein breiteres Wirkungsspektrum 

aufweisen, sondern sich auch durch bessere 
Löslichkeit und größere Stabilität auszeich

nen. Methoden des Proteinengineering wur

den bereits hei Nisin angewendet. Mit I lilfe 

der synthetisch hergestellten Analoga zu 

Nisin A und Z konnte die Bedeutung einzel
rier Aminosäurcrestc für die Aktivität des 

Moleküls erkannt werden. So sind zum Bei

spiel die Dehydroalaninrcsre in Posiricm 2 

und 5 für die ancibakcericlle Aktivität esscn

ti.ell, während das Dehydroalanin in Position 
33 dafür nicht benötigt wird [37). Die Fort

s~hritte in der Molekularbiologie von M ikh

s~urcbakterien ermöglichen die Anwendung 
von gt~ntcchnischcn Methoden, um bei

S\Jielsweise die Bacceriocinprodukcion ein
zelner Stämme zu erhöhen. Durch Einfüh

nrng des Bactcrioeingcns auf einen „high 

copy number"-Vektor unter die Köntrolle 

ei_nes effektiven Promotors kann Übcrpro

dt1ktion des Bacteriocins erreicht werden, 

wie es für Nisin gezeigt wurde [18]. Eine 

aftderc Strategie ist die Übertragung der ' . 
F~higkcit zur Bacteriocinbildung auf Stäm-

me mit wertvollen technologischen Eigen
schaften, die bercir_s erfolgreich als Starter

ki.dturen zum Beispiel in der Milchindustrie 

eingesetzt werden. Ob gentechnisch verän

derte Stämme in Lebensmitteln Akzepcanz 
finden werden, erscheint zum gegenwärti

g~n Zeitpunkt allerdings _sehr fraglich. Der 
Einsatz natürlicherhacteriocinogener :Milch

säurebaktericn als Schutzkulturen in Le-
' h
1
ensmitteln erscheint realistischer. 
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