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Samenvatting (voor breed publiek)
Melkzuurbacteriën zijn belangrijke organismen in het leven van de mens. Niet alleen 

zijn ze essentieel in de bereiding van gefermenteerde producten in ons voedselpatroon, 

zoals yoghurt, kaas, olijven, zuurdesem en vleesproducten, maar ze zijn ook prominente 

bewoners van ons lichaam, bijvoorbeeld in de mond, darm en vagina. Verder hebben 

sommige melkzuurbacteriën zogenaamde probiotische eigenschappen: als je er 

voldoende van consumeert kan dat een gezondheidseffect teweeg brengen, zoals het 

verminderen van de ernst van diarree. In dit proefschrift presenteren we onderzoek 

over één van deze probiotische melkzuurbacteriën, Lactobacillus johnsonii en we 

concentreren ons specifiek op de invloed van zuurstof (O
2
) en koolstofdioxide (CO

2
) op 

metabolisme en fysiologie van deze bacterie. Met deze gassen komt L. johnsonii veel in 

aanraking, zowel in de voedingsmiddelenindustrie als in het menselijk lichaam. Het is 

daarom belangrijk om de nogal ingrijpende rol van deze twee gassen beter te begrijpen. 

In hoofdstuk 1, geven we een overzicht van de huidige kennis over de invloed van 

zuurstof op melkzuurbacteriën (LAB). Zuurstof is voor veel levensvormen schadelijk, zelfs 

voor soorten die geen vijf minuten zonder zuurstof kunnen overleven zoals de mens. 

Tijdens de ademhaling wordt zuurstof omgezet in water (H
2
O), maar als bijproduct 

worden giftige zuurstofradicalen geproduceerd, zoals waterstof peroxide (H
2
O

2
) en 

superoxide (O
2
-), die continue uit de weg moeten worden geruimd. Melkzuurbacteriën 

kunnen niet ademhalen, maar ze gebruiken zuurstof wel op andere manieren, 

bijvoorbeeld in de omzetting van melkzuur naar azijnzuur. In dat proces worden veel 

zuurstofradicalen geproduceerd, met name H
2
O

2
. Ook L. johnsonii produceert veel H

2
O

2
 

maar heeft geen adequate mogelijkheid om dit op te ruimen. Ophoping van die H
2
O

2
 

zorgt ervoor dat deze bacterie niet meer verder kan groeien na een paar uren beluchting. 

Uit ons onderzoek blijkt dat, in tegenstelling tot veel andere melkzuurbacteriën, de 

azijnzuurproductie geen prominente bron is van H
2
O

2
. In hoofdstuk 2 presenteren 

we een aantal experimenten waarin we op zoek gaan naar de oorsprong van die H
2
O

2
 

in L. johnsonii. In cellen worden chemische reacties gefaciliteerd (gekatalyseerd) door 

eiwitten, en eiwitten worden gemaakt door het kopiëren van erfelijk materiaal (het DNA, 

de genen). We hebben het eiwit dat verantwoordelijk is voor de H
2
O

2
 productie kunnen 

identificeren, door alle eiwitten van L. johnsonii te fractioneren en de H
2
O

2
 productie 

in elk van die fracties te meten. Door de fracties telkens kleiner te maken konden we 

uiteindelijk de chemische reactie toeschrijven aan een handjevol eiwitten. Na analyse 

van die eiwitten, met zogeheten massaspectrometrie, konden we twee kleine eiwitten 

detecteren met een aantal eigenschappen die erop wezen dat ze inderdaad de H
2
O

2
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productie in L. johnsonii zouden kunnen faciliteren. Die suggestie werd bevestigd: als we 

de genen die voor die specifieke  eiwitten coderen, uit de bacterie verwijderen, maakt 

de resulterende gemuteerde bacterie ook geen H
2
O

2
 meer. Alhoewel, na langdurige 

blootstelling aan zuurstof, blijkt ook in deze mutant bacterie de H
2
O

2
 productie weer 

terug te komen. Er is blijkbaar dus nog een tweede eiwit dat H
2
O

2
 vorming faciliteert.

In hoofdstuk 3 beschrijven we de zoektocht naar dat tweede eiwit. Door te meten 

welke genen L. johnsonii aan en uitzet bij zuurstof blootstelling, kwamen we erachter 

dat het gen dat het sterkst wordt aangeschakeld door zuurstof, voor een eiwit codeert 

dat ook eigenschappen heeft die erop wijzen dat het een rol kan spelen in H
2
O

2
 productie. 

Als we het gen van dit eiwit verwijderen, verandert er niets aan de bacterie, maar het 

verwijderen van beide genen (ook het gen dat we hadden gevonden in hoofdstuk 

2) levert een bacterie op die helemaal geen H
2
O

2
 meer maakt. Deze bacterie bleek 

alleen ook niet meer goed te kunnen groeien bij beluchting. Dat was een opvallende 

karakteristiek, omdat juist die H
2
O

2
 vorming zo schadelijk was. Kennelijk spelen deze 

twee eiwitten L. johnsonii een dubbelrol, waarbij ze zowel het schadelijke H
2
O

2
 vormen, 

maar tegelijkertijd op een tot nu toe onbekende manier de bacterie beschermen tegen 

andere schadelijke bijproducten van zuurstof.

In het tweede deel van dit proefschrift beschrijven we het effect van kooldioxide, CO
2
. 

L. johnsonii heeft CO
2
 nodig om te kunnen groeien en om in leven te blijven. Het 

is opvallend dat als we zuurstof toevoegen aan de atmosfeer waarin de bacteriën 

groeien, er ineens wél gegroeid kan worden zonder CO
2
. In hoofdstuk 4 zijn we op 

zoek gegaan naar de oorzaak van dit zuurstof-effect. Ten eerste constateerden we dat 

wat geldt voor CO
2
 afhankelijkheid, ook blijkt te gelden voor azijnzuur-afhankelijkheid. 

L. johnsonii heeft azijnzuur nodig om te kunnen groeien, maar in de aanwezigheid 

van zuurstof is die azijnzuur afhankelijkheid opgeheven. Eén reactie blijkt hierin een 

centrale rol te spelen. Pyruvaat is een metaboliet dat kan reageren met zuurstof waarbij 

CO
2
 en azijnzuur worden gevormd. Deze reactie wordt gefaciliteerd door het eiwit 

pyruvaat oxidase. De hypothese was dat L. johnsonii zonder azijnzuur en CO
2
 kan 

groeien als zuurstof aanwezig is, omdat onder die condities beide stoffen gemaakt 

kunnen worden door de reactie tussen pyruvaat en zuurstof. Dit bleek te kloppen, 

omdat na uitschakeling van het gen voor pyruvaat oxidase L. johnsonii ook niet meer 

zonder azijnzuur en CO
2
 kon groeien als er zuurstof aanwezig was. We concluderen dat 

zuurstof niet alleen maar schadelijk is voor deze bacterie, maar dat zuurstof er ook voor 

kan zorgen dat de bacterie kan groeien zonder azijnzuur en CO
2
.
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In hoofdstuk 5 concentreren we ons verder op de vraag waarom L. johnsonii afhankelijk 

is van CO
2
. Zulk soort afhankelijkheid wordt in andere melkzuurbacteriën veroorzaakt 

doordat CO
2
 nodig is als grondstof voor het maken van pyrimidine, een bouwsteen van 

het DNA. We analyseren welke genen in L. johnsonii aan en uit worden gezet wanneer 

CO
2
 wordt verwijderd uit de omgeving. De expressie (aan/uit) van zeer veel genen blijkt 

te reageren op de aan of afwezigheid van CO
2
, voornamelijk genen die betrokken zijn 

bij membraantransport en genregulatie. Daarnaast zien we dat genen die betrokken 

zijn bij de eerder genoemde productie van DNA-bouwstenen (uit CO
2
) zeer sterk 

worden aangeschakeld bij verwijdering van CO
2
, wat erop kan duiden dat de productie 

van DNA bouwstenen inderdaad de belangrijkste oorzaak is van de  CO
2
 behoefte van 

L. johnsonii. In andere melkzuurbacteriën kon het toevoegen van deze bouwstenen aan 

de groeimedia de afhankelijkheid voor CO
2
 opheffen. In onze experimenten bleek dit 

niet op te gaan voor L. johnsonii. Onze hypothese is dat L. johnsonii de toegevoegde 

DNA-bouwstenen niet goed kan inbouwen en we stellen een aantal experimenten voor 

waarmee die hypothese zou kunnen worden getest.

In hoofdstuk 6 presenteren we een algemene analyse van al onze resultaten. Een 

prominente vraag die overblijft is waarom L. johnsonii de H
2
O

2
-producerende eiwitten 

nodig heeft om in de aanwezigheid van zuurstof te kunnen groeien. Onze hypothese 

is dat deze bacterie zuurstof liever omzet in H
2
O

2
 dat snel naar buiten verdwijnt en 

daar uit de weg wordt geruimd door omliggende bacteriën. Misschien kan L. johnsonii 

daarmee voorkomen dat er nog schadelijkere zuurstof radicalen zoals superoxide 

worden gevormd.

Verder bespreken we hoe H
2
O

2
 productie door bacteriën een rol kan spelen in de 

interacties met de gastheer. Het is welbekend dat zuurstofradicalen, geproduceerd door 

de cellen van de darmwand, een regulatie effect uitoefenen op ons immuunsysteem. 

De vraag is of zuurstofradicalen die door darmbacteriën worden geproduceerd ook 

kunnen bijdragen aan deze immuunregulatie. Dit zou vooral belangrijk kunnen zijn 

in de darm van pasgeboren baby’s, waar vermoedelijk veel zuurstof aanwezig is om 

zuurstofradicalen te produceren. De vaginale bacteriën van de moeder, die tijdens 

de geboorte worden overgedragen aan het kind, zijn typisch H
2
O

2
-producerende 

lactobacillen, sterk verwant aan L. johnsonii. We stellen voor dat dit een manier is 

waarop bacteriën een rol kunnen spelen bij de vroege vormgeving en regulatie van 

het immuunsysteem. De kennis die is ontwikkeld in dit promotieonderzoek, en de 

mutanten die we hebben geconstrueerd, zouden een bijdrage kunnen leveren aan het 

bevestigen van de voorgestelde rol die bacteriën zoals L. johnsonii zouden kunnen 
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spelen in de interacties met de gastheer.

List of Abbreviations
ACK acetate kinase
AHP / AHPR alkyl hydroperoxide (reductase)
ATP / ADP adenosine tri/diphosphate
CCP-A catabolite control protein A
COX cytochrome oxidase
DLD dihydrolipoamide dehydrogenase
FAD flavin adenine dinucleotide
FMN flavin mononucleotide
GSH(R) Glutathione (reductase)
HemCat hemin-dependent catalase
LAB lactic acid bacteria
LDH lactate dehydrogenase
LOX  lactate oxidase
MnCat manganese dependent catalase
MnSOD manganese-dependent SOD
NADH / NAD nicotinamide adenine dinucleotide
NOX NADH oxidase
NPR NADH peroxidase
PAT phosphate acetyltransferase
PDH pyruvate dehydrogenase
PFL pyruvate formate lyase
POX  pyruvate oxidase
ROS reactive oxygen species
SOD superoxide dismutase
spx pyruvate oxidase encoding gene
TRX(R) Thioredoxin (reductase)


