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1. Zusammenfassung 
 

Virulenz-attenuierte Bakterien sind geeignete Vektoren für den Transport von Vakzine-DNA in das 

Zytosol von Antigen-präsentierenden Zellen („DNA delivery“). In dieser Arbeit wurde dazu das 

intrazelluläre Bakterium Listeria monocytogenes verwendet, welches sich im Zytosol von Zellen 

vermehrt und fortbewegt. Ausgestattet mit einer intrazellulären Lysis-Kassette kann Listeria in 

vitro effektiv Plasmid-DNA in das Zytosol verschiedener Zelltypen freisetzen. 

 
Zur Virulenz-Attenuierung wurde das Gen iap im Chromosom des Bakteriums deletiert. Der daraus 

resultierte Stamm, in Folgenden als ∆iap bezeichnet, erwies sich als hoch attenuiert im Modell der 

murinen Listeriose. Diese Attenuation konnte auf einen Defekt in der Beweglichkeit der Bakterien 

innerhalb von Wirtszellen zurückgeführt werden, da sich bei diesem Stamm das Protein ActA, das 

essentiell für die Aktin-basierte Motilität von L. monocytogenes ist, fehlerhaft auf der Oberfläche 

der Bakterien anordnet. Zusätzlich konnte demonstriert werden, dass ∆iap in der Zellteilung 

beeinträchtigt ist und deshalb eine veränderte Morphologie aufweist.  

 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein so genanntes „Balanced-lethal“ System etabliert. Dazu wurde 

das essentielle Gens trpS im Chromosom deletiert, während gleichzeitig eine trpS-Expressions-

Kassette auf einem Vakzine-Plasmid inseriert wurde. Dieses System gewährleistet, dass das 

Trägerbakterium dieses Plasmid weder in vitro noch in vivo verliert. Dies ist besonders wichtig im 

Hinblick auf eine bakteriolytische Lysis-Kassette, welche ebenfalls auf diesem Plasmid kodiert ist. 

Es wurden verschiedene Lysis-Kassetten, die alle aus einem Listeria-spezifischen Phagenlysin und 

einem vorangestellten zytosolischen listeriellen Promotor zusammengesetzt waren, miteinander 

verglichen. Dabei wurde beobachtet, dass die für die Übertragung von Plasmid-DNA in das 

Zytosol von Wirtszellen wirksamste Phagenlysin-Kassette (PactA-ply118) die Bakterien in vitro nur 

partial abtötet, während sie in vivo zu einer besonders hohen Attenuation der Bakterien führt.  

 
Unter Verwendung dieses „DNA delivery“ Systems wurden Mäuse oral mit Listerien infiziert, die 

ein DNA-Vakzine-Plasmid zur Expression des Leishmania Antigens KMP-11 trugen.  Dabei 

konnte bei 27 % aller Tiere, die zweimal mit diesen Listerien infiziert worden sind, eine KMP-11 

spezifische, proliferative Immunantwort gemessen werden. 

 
Listerien, die einen Defekt in ihrer Motilität besitzen (∆iap, ∆actA), erwiesen sich darin 

beeinträchtigt, Plasmid-DNA im Zytosol von Zellen freizusetzen. Anhand dieser Stämme konnte 

gezeigt werden, dass die Fähigkeit von L. monocytogenes, sich innerhalb von Zellen zu bewegen 

und in benachbarte Zellen einzudringen eine wichtige Voraussetzung für einen effizienten Transfer 

von Plasmid-DNA in vitro darstellt. 
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Summary 
 
Virulence-attenuated bacteria are useful carriers to introduce a DNA vaccine into antigen 

presenting cells (DNA delivery). To this end, the intracellular bacterium Listeria monocytogenes 

was used in this work, which is able to replicate and spread inside host cells. Hence Listeriae are 

able to efficiently release plasmid DNA within the cytosol in vitro when they are provided with a 

cytosolic lysis cassette. The expression of the antigen by the cell leads to the presentation of 

antigenic epitopes on the cell's major histocompatibilty complex (MHC) class I molecules, due to 

the antigen being endogenous. This stimulates the activation of CD8+ T cells which are important 

for clearance of tumours, parasites and virus infected cells. 

 
In order to create a virulence-attenuated carrier strain the gene iap was deleted  in the chromosome 

of the bacterium. The resulting strain, designated as ∆iap, was shown to be highly attenuated in 

mice. This was due to a defect of the intracellular motility since ActA, a protein which is necessary 

for actin-based motility of Listeria, was localised incorrectly at the bacterial surface. Additionally, 

it was demonstrated that ∆iap is impaired  in cell division which leads to an altered cell 

morphology. 

 
In this work a so-called “balanced-lethal” plasmid system was established. The essential gene trpS 

was deleted from the chromosome of L. monocytogenes and a trpS transcription unit was inserted 

in a vaccine DNA plasmid thus ensuring that no plasmid loss happens in vitro and also within the 

host organism. This is in particular important in terms of a bacteriolytic lysis cassette which is also 

encoded by the plasmid. Different lysis cassettes were tested consisting of a Listeria-specific phage 

lysin and an intracellular promoter of Listeria. The cassette PactA-ply118 was found the be most 

effective due to its DNA delivery capacity but it mediates only a partial lysis of the intracellular 

bacteria. However, this cassette leads to a high attenuation of Listeria in mice.  

 
Using this DNA delivery system mice were orally infected with Listeria harbouring a KMP-11 

expression plasmid. 27 % of animals infected twice exhibited a specific proliferative response to 

the leismanial antigen KMP-11.  

 
Listeriae with a defect in their spreading capacity (∆iap, ∆actA) were impaired in the cytosolic 

release of plasmid DNA. With these strains it was demonstrated, that spreading is an important 

prerequisite for L. monocytogenes to be an efficient DNA delivery carrier in vitro. 



Einleitung 3

2. Einleitung 

 

2.1 Bakterielle „DNA delivery“ Systeme 

 

Bakterielle „DNA delivery“ Systeme (Gentransfer-Systeme) stellen eine neuartige Strategie dar, 

DNA-Vakzine in vivo mit Hilfe von bakteriellen Trägern zu ihren Zielorten, wie u.a. das Zytosol 

von Antigen-präsentierenden Zellen (APC), zu transportieren. Für den Transport der Vakzine-DNA 

eignen sich besonders attenuierte intrazelluläre Pathogene wie das Bakterium Listeria 

monocytogenes. Zur übersichtlicheren Einführung in das Thema werden zunächst die Grundlagen 

der DNA-Vakzinierung näher erläutert. 

 

 

2.1.1 DNA-Vakzinierung 

 

Konventionelle Vakzine werden aus attenuierten oder abgetöteten Erregern, aus einem 

modifizierten Produkt (Toxoid) oder aus Bestandteilen eines Erregers (wie z.B. den Kapseln) 

hergestellt. Bei der Anwendung von nicht-lebenden Vakzinen müssen wiederholte und relativ hohe 

Dosen appliziert werden, wobei hauptsächlich humorale Immunantworten generiert werden und die 

erworbene protektive Immunität nicht lange anhält. Bei der Verwendung von lebenden attenuierten 

Erregern werden dagegen verhältnismäßig niedrige Dosen zur Induktion von humoralen sowie 

Zell-vermittelten Immunantworten benötigt, wobei die Protektion sehr viel länger anhalten kann.  

Erfolgreiche Vakzine gegen einige Infektionserreger wie z.B. HIV, Herpes Virus, intrazelluläre 

Parasiten oder gegen Tumore müssen aber noch entwickelt werden. Dabei sind die wichtigsten 

Voraussetzungen für solche Vakzine, dass diese sicher sind, dass sie möglichst auch über den 

endogenen Weg prozessiert werden und dass neben einer humoralen Immunantwort auch 

zytotoxische T-Zellen (CTL) aktiviert werden, welche die infizierten oder malignen Zellen abtöten 

können. 

Wolff et al. konnten 1990 erstmals demonstrieren, dass die direkte intramuskuläre Injektion von 

Plasmid-DNA, welche verschiedene Gene für Reporter-Proteine kodiert, die Expression dieser 

Proteine in Muskelzellen induzieren kann. Dazu musste diese DNA in den Zellkern dieser Zellen 

gelangt sein, wo dann die Transkription der Reporter-Gene stattgefunden hat. Diese Beobachtung 

konnte von Tang et al. um den Aspekt erweitert werden, dass eine intradermale Applikation von 

DNA-beladenen Goldprojektilen mit Hilfe einer „gene gun“ in Mäusen eine spezifische humorale 

Immunantwort induzieren kann, wenn das Antigen auf der Plasmid-DNA kodiert wird (Tang et al., 

1992).  



4 Einleitung

Auch spätere Arbeiten (Ulmer et al. 1993, Robinson et al., 1993) trugen dazu bei, die DNA-

Vakzinierung als alternative Methode zur klassischen Vakzinierung mit attenuierten oder 

abgetöteten Erregern oder der Vakzinierung mit einzelnen Proteinantigenen („subunits“) zu 

etablieren, indem sie demonstrierten, dass DNA-Vakzinierungen protektive humorale sowie 

zelluläre Immunantworten in verschiedenen Tiermodellen auslösen können. Tabelle 1.1 zeigt eine 

Zusammenfassung des Potentials der DNA-Vakzinierung im Vergleich zu klassischen 

Immunisierungsmethoden: 

 

  DNA- Vakzine attenuierte 
Lebendvakzine 

„subunit“-
Vakzine 

Immunantwort humoral (B-Zellen): +++ +++ +++ 

 zellulär (CD4+): +++ TH1 +/– TH1 +/– TH1 

 zellulär (CD8+): ++ +++ – 

Antigenpräsentation  MHC Kl. I & II MHC Kl. I & II MHC Kl. I & II 

Immunol. Gedächtnis humoral: +++ +++ +++ 

 zellulär: ++ +++ +/– 

Herstellung Entwicklung/ Produktion: ++++ + ++ 

 Kosten: +++ + + 

 Transport/ Lagerung: +++ + +++ 

Sicherheit  +++ ++ ++++ 
Tabelle 1.1: Vergleich verschiedener Vakzine-Techniken (modifiziert nach Gurunathan et al., 2000). 

 

 

DNA Vakzine bestehen aus gereinigter bakterieller Plasmid-DNA, welche gewöhnlich einen 

Replikationsursprung und ein Antibiotika-Resistenz-Gen zur Klonierung und Vermehrung in 

Gram-negativen Wirtsbakterien wie E. coli aufweist (Abb. 1.1). Am häufigsten werden dafür die 

Resistenz-Gene für Kanamycin und Ampicillin (bla) 

verwendet, wobei letzteres nicht für eine Anwendung 

am Menschen zugelassen ist (Gurunathan et al., 2000). 

Zur Expression des Antigens, welches als cDNA auf der 

Plasmid-DNA kodiert wird, können starke 

eukaryotische Promotoren wie der Zytomegalievirus 

„immediate early“ Promotor (PCMVIE), der frühe SV40 

Promotor (PSV40) oder der β-Aktin-Promotor (Niwa et 

a

v

S

 

Replikations-
ursprung

Resistenz-
Gen

Replikations-
ursprung

Eukaryotischer
Promotor

Antigen -
cDNA

Polyadenylierungs-
Signal

 

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau
einer Plasmid-DNA Vazine. 
l., 1991) verwendet werden. Zusätzlich kann die Expression des Antigens durch ein 

orangestelltes Intron wie das Intron A (Chapman et al., 1991) gesteigert werden. Zur 

tabilisierung der mRNA wird eine Polyadenylierungs-Sequenz verwendet. Durch eine derart 
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ausgestattete Transkriptionseinheit kann, nachdem das Plasmid in den Zellkern gelangen konnte, 

die cDNA mit hoher Effizienz von der Wirtszelle exprimiert werden. 

Ein wichtiger Vorteil von bakterieller Plasmid-DNA besteht darin, das diese immunstimulatorische 

Sequenzen (ISS) enthält, welche die natürliche Immunität des Wirtes beeinflussen. Solche 

Sequenzen bestehen aus nicht-methylierten Cytidin-Phosphat-Guanosin (CpG) –Nukleotiden, 

welche durch zwei 5´-Purine und zwei 3´-Pyrimidine flankiert werden (Yamamoto et al., 1992, 

Sato et al., 1996). Diese kommen in bakteriellen Genomen 20-mal häufiger vor wie im Genom von 

Säugetieren. Zusätzlich sind weniger als 5 % der Cytosin-Reste der CpG-Motive in bakterieller 

DNA methyliert, während 70-90 % dieser Reste in eukaryotischer DNA methyliert sind (Cardon et 

al., 1994).  

CpG-Motive können zum einen direkt B- und T-Zellen stimulieren (Krieg et al., 1995, Bendigs et 

al., 1999) und zum anderen Antigen-präsentierende Zellen aktivieren (Stacey et al., 1996, Jakob et 

al., 1998). Dabei kommt es zur erhöhten Produktion der Zytokine IL-6, IL-12, TNF-α, IFN-γ und 

IFN-α (Klinman et al., 1996, Halpern et al., 1996, Sato et al., 1996). 

Nach intramuskulärer oder intradermaler „gene gun“ Applikation kann die Antigen-kodierende 

Plasmid-DNA sowohl in somatischen (Muskel-) als auch teilweise in Antigen-präsentierenden 

Zellen nachgewiesen werden (Wolff et al., 1990, Raz et al., 1994, Condon et al., 1996), wobei 

beide Zelltypen das Antigen exprimieren und über den endogenen Weg im Kontext mit MHC 

Klasse I Molekülen präsentieren können. Aber vornehmlich die Dendritische Zellen (DC) scheinen 

die Immunantwort auf ein Antigen nach einer DNA Vakzinierung auszulösen. Es konnte gezeigt 

werden, dass DC sowohl selbst-exprimiertes Antigen (Codon et al., 1996) als auch von 

somatischen Zellen exprimiertes Antigen über MHC-Klasse I Moleküle präsentieren können 

(Ulmer et al., 1996). Letzterer Mechanismus wird als „crosspriming“ bezeichnet, wobei postuliert 

wird, dass exogen aufgenommene Antigene ebenfalls durch einen nicht ganz geklärten 

Mechanismus über MHC Klasse I Moleküle präsentiert werden können (Kovacsovics-Bankowski 

und Rock, 1995, Reis e Sousa und Germain, 1995). 

DNA Vakzine können sowohl spezifische Antikörper als auch zytotoxische T-Zellen und CD4+ T-

Helfer-Zellen induzieren, wobei das Zytokinprofil dieser Zellen stark von der Applikationsart 

abhängt. So scheint eine intramuskuläre Injektion von Plasmid-DNA hohe Mengen an IL-2 und 

INF-γ zu induzieren, was zu einer TH1-ähnlichen Immunantwort führt während eine „gene gun“ 

Applikation eine TH2-ähnliche Antwort auslöst (Donnelly et al., 1997). Zusätzlich korreliert die 

Generierung von IgG2a Antikörpern in der Maus mit der intramuskulären Applikation, während 

der vorherrschende Isotyp nach einer „gene gun“ Injektion IgG1 ist (Pertmer et al., 1996). 

Neben den am besten untersuchten Applikationswegen (intramuskulär bzw. intradermal mittels 

„gene gun“) wurden eine Reihe anderer Applikationsarten studiert, wie intranasale, intravaginale 

und intratracheale Anwendungen, Applikationen über Aerosole oder über verschiedene Träger.  
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Als Trägerpartikel für DNA-Vakzine wurden neben den Goldprojektilen der „gene gun“-Methode 

auch Liposomen, Cochleaten (spiralförmige Liposomen-Derivate), polymere Mikropartikel sowie 

attenuierte virale oder bakterielle Erreger etabliert. 

Als potenzielle Gefahren der DNA-Vakzinierung werden u.a. die Integration der Plasmid-DNA in 

das Genom der transfizierten Zelle, die Induktion von anti-DNA-Antikörpern, die Entwicklung von 

Autoimmunkrankheiten durch Immunantworten auf transfizierte Zellen oder die Induktion einer 

Toleranz anstelle der Induktion einer Immunantwort diskutiert.  

 

 

2.1.2 Bakterien als Vektoren von DNA-Vakzinen  

 

Intrazelluläre Bakterien wie Shigella flexneri, Salmonella typhimurium und Listeria monocytogenes 

oder auch Yersinia enterocolitica und genetisch aufgerüstete E. coli Stämme besitzen das Potential, 

Plasmid-DNA in das Zytosol von Wirtszellen zu transportieren, welche daraufhin das auf dem 

Plasmid kodierte Antigen exprimieren. Diese Methode wird u.a. auch als Bactofektion bezeichnet 

(Powell et al., 1999). Man kann diese Fähigkeit kann auch zur in vivo Transfektion von Antigen-

präsentierenden Zellen mit DNA-Vakzinen nutzen, wobei besonders enteroinvasive Erreger einen 

großen Vorteil besitzen, da diese nach oraler Applikation die immunologisch relevanten Zielzellen 

über den Magen-Darm-Trakt erreichen können. 

Enteroinvasive Pathogene können aber nicht nur von Antigen-präsentierenden Zellen (APC) 

phagozytiert werden, sondern sie vermögen auch verschiedene somatische Zellen wie z.B. 

Darmepithelzellen zu infizieren. Shigellen und Listerien können dabei aus dem Phagosom 

entkommen, während Salmonellen in diesem Kompartiment überleben und replizieren können 

(Finlay und Falkow, 1997). Daher können Antigene potenziell sowohl in APC als auch in nicht-

professionell phagozytischen Zellen exprimiert werden.  

Eine wichtige Voraussetzung für die in vivo Anwendbarkeit eines bakteriellen Erregers als 

Vakzine-Vektor ist dessen angepasste Virulenz, so dass er nach Applikation keinerlei 

Krankheitsbild verursacht und möglichst rasch wieder aus dem Organismus eliminiert wird.  

 

 

S. flexneri, S. typhimurium, E. coli und Y. enterocolitica 

 

Der erste attenuierte Bakterien-Stamm, der als Träger eines eukaryotischen Expressions-Plasmides 

verwendet worden ist, war Shigella flexneri 15D (Sizemore et al., 1995). Dieses Bakterium besitzt 

eine Deletion im Gen asd, welches eine Aspartat-β-Semialdehyd-Dehydrogenase kodiert. Dieses 

Enzym ist essentiell für die Synthese des bakteriellen Zellwand-Bestandteils Diaminopimelinsäure 
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(DAP). Bakterien, die mit einem pCMVβ-Plasmid ausgestattet waren, konnten in vitro 

Babyhamster-Nierenzellen und in vivo Kornea-Gewebe des Meerschweinchens mit diesem Plasmid 

transfizieren, und diese Zellen exprimierten innerhalb von 24 Stunden die auf dem Plasmid 

kodierte β-Galaktosidase. Dabei schienen die Bakterien auf Grund ihrer gestörten 

Zellwandsynthese durch die asd-Mutation das Plasmid im Zytosol der Zellen freizusetzen. In 

weiteren Arbeiten konnte außerdem demonstriert werden, dass eine intranasale Gabe dieser 

Bakterien eine spezifische proliferative Antwort von Milzzellen und die Bildung von Antikörpern 

induzieren kann (Sizemore et al., 1997). 

Mit dem Invasin von Y. pseudotuberculosis ausgestattete E. coli Stämme können ebenfalls 

Expressions-Plasmide in verschiedene Zell-Linien transportieren, wobei gezeigt werden konnte, 

dass die Aufnahme dieser Bakterien in phagosomale Kompartimente essentiell für die Expression 

der Plasmid-kodierten Gene ist (Grillot-Courvalin et al., 1998). Zusätzlich wurde demonstriert, 

dass ein E. coli Stamm, welche das Poren-bildende listerielle Toxin Listeriolysin O (LLO) 

exprimiert, noch effizienter Plasmid-DNA freisetzen kann; überraschenderweise befanden sich 

derart modifizierte Bakterien dennoch im phagosomalen Kompartiment. Es wurde daher diskutiert, 

dass die Plasmid-DNA durch LLO-induzierte Poren verstärkt in das Zytosol gelangen konnte. 

Diese Arbeiten zeigten zum einen, dass Bakterien zum Transfer von eukaryotischer Plasmid-DNA 

invasiv sein müssen und zum anderen, dass potenziell auch der Transfer von Plasmid-DNA in das 

Phagosom der Zelle ausreicht, damit diese zur weiteren Expression in den Zellkern gelangen kann. 

 

Auch der attenuierte Salmonella typhimurium Stamm SL7207, welcher durch eine aroA-Mutation 

unfähig zur Synthese von aromatischen Aminosäuren ist, kann dem Immunsystem effizient nach 

oraler Applikation Antigen-kodierende Plasmid-DNA zuführen (Darji et al., 1997), wobei als 

Antigene ActA und LLO von L. monocytogenes verwendet wurden. Obwohl Salmonellen nicht aus 

dem Phagosom ihrer Wirtszellen entkommen können, konnten nach Infektion Antigen-spezifische 

zytotoxische T-Zellen, TH1-ähnliche Helferzellen und spezifische Antikörper vom IgG2a Isotyp 

nachgewiesen werden, was eine Translokation der Plasmid-DNA in den Zellkern mit 

nachfolgender Expression des Antigens voraussetzt. Außerdem konnten Mäuse durch wiederholte 

orale Infektionen mit S. typhimurium, welche ein eukaryotisches LLO-Expressions-Plasmid 

transportierten, gegen eine lethale Infektion mit L. monocytogenes geschützt werden. Der Weg, 

über den die Plasmid-DNA zur Expression in den Zellkern der Wirtszelle gelangte, wurde in dieser 

Arbeit jedoch nicht aufgeklärt. 

Ähnliche Ergebnisse konnten auch mit einem Yersinia enterocolitica Stamm erzielt werden, wobei 

auf den verwendeten DNA-Vakzine-Plasmiden Antigene von Brucella abortus kodiert waren (Al-

Mariri et al., 2002). Nach intragastrischer Applikation dieser Yersinien in Mäuse konnten zum 

einen spezifische Antikörper-Titer (IgG2a > IgG1) und TH1-ähnliche Immunantworten gemessen 

und zum anderen Protektion gegen eine Infektion mit B. abortus vermittelt werden.  



8 Einleitung

Listeria monocytogenes 

 

Listeria monocytogenes scheint ebenfalls ein potenziell guter Vektor für DNA-Vakzine zu sein, da 

sich dieses Bakterium, wie in Kapitel 2.2 ausführlich beschrieben, aus dem Phagosom seiner 

Wirtszelle befreien kann und im sich Zytosol rasch vermehrt. Zudem kann es nach oraler 

Applikation sehr schnell immunologisch relevante Organe wie Peyer´sche Platten, mesenteriale 

Lymphknoten und die Milz erreichen. Außerdem bietet L. monocytogenes als Gram-positives 

Bakterium den Vorteil gegenüber Gram-negativen Bakterien, dass es keine toxischen 

Lipopolysaccharide (LPS) trägt, welche mit der Synthese von Plasmid-kodierten Antigenen durch 

die Wirtszellen interferieren könnten (Dietrich et al., 1999). 

Die ersten in vitro Arbeiten wurde mit einem attenuierten L. monocytogenes Stamm (∆2) 

durchgeführt, der Deletionen in den Genen mpl, actA und plcB aufwies (Dietrich et al., 1998). 

Dieser Stamm erreichte in Mäusen eine um 3 Log-Stufen verringerte LD50, was auf eine hohe 

Virulenz-Attenuation hindeutet. Damit dieser Stamm zur Freisetzung im Zytosol der Wirtszelle 

lysiert, wurde er mit einer Lysis-Kassette ausgestattet, die aus dem Gen für das Phagenlysin 118 

(siehe 2.1.6) bestand, dem der Promotor für ActA vorangestellt war (PactA-ply118). Da dieser 

Promotor besonders stark in Zytosol der Zelle aktiv ist, versprach man sich von diesem Konstrukt 

eine zielgerichtete zytosolische Lysis der Bakterien. 

In den murinen Makrophagen-Zell-Linien J774A.1 und P388D.1 konnte eine teilweise Lysis der 

Bakterien durch das Phagenlysin beobachtet werden. Ausgestattet mit einem eukaryotischen 

EGFP-Expressions-Plasmid konnten Listerien ohne Lysis-Kassette einigen wenigen Zellen der 

Linie P388D.1 eine EGFP-Expression vermitteln, während Bakterien, welche unter dem Einfluss 

der Lysis-Kassette standen, 10x mehr EGFP-exprimierende Zellen erzeugen konnten. Zusätzlich 

konnte die Präsentation eines Ovalbumin-Epitopes (OVA257-264) auf P388D.1-Makrophagen 

demonstriert werden, nachdem diese Zellen mit Listerien infiziert worden waren, welche ein OVA-

Expressions-Plasmid trugen.  

Aber auch die Integration von eukaryotischen Expressions-Plasmiden in das Genom der Wirtszelle 

wurde im Rahmen dieser Arbeiten beobachtet, was ein potenzielles Risiko zur Malignität 

beinhaltet. 

Eine andere Arbeitsgruppe konnte den Transport von eukaryotische Expressions-Plasmiden in das 

Zytosol von Wirtszellen erreichen, indem sie L. monocytogenes mit Hilfe des Antibiotikums 

Tetracyclin im Zytosol abtötete und dadurch desintegrierte (Hense et al., 2001). Im Rahmen dieser 

Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass L. monocytogenes zur Ausführung dieses Transfers zum 

einen invasiv sein und zum anderen aus dem phagosomalen Kompartiment entkommen muss. 

Während sich verschiedene nicht-professionell phagozytische Zell-Linien moderat transfizieren 

ließen, so schienen primäre Makrophagen fast unzugänglich für einen Listeria-vermittelten 

Gentransfer zu sein.  
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Diese Beobachtung konnte auch von Grillot-Courvalin et al. gemacht werden, welche den in vitro 

Gentransfer von EGFP-Expressions-Plasmiden mittels wildtypischen Stämmen von L. 

monocytogenes, S. flexneri und S. typhimurium miteinander verglichen (Grillot-Courvalin et al., 

2002). In dieser Arbeit wurde L. monocytogenes als der effizienteste in vitro Vektor zur 

Übertragung von eukaryotischer Plasmid-DNA in nicht-professionell phagozytische Zellen 

beschrieben.  

Der erste Ansatz zum in vivo Transfer von eukaryotischen Expressions-Plasmiden in Wirtszellen 

wurde von Spreng et al. gezeigt: In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass nach einer 

intraperitonealen Applikation des L. monocytogenes Stammes ∆2, welche mit oben erwähnter 

Phagenlysin-Kassette ausgestattet war, EGFP-Expressions-Plasmide von Peritonealmakrophagen 

aufgenommen worden waren, die anschließend das EGFP exprimierten (Spreng et al., 2000). 

Bislang konnte aber weder die Expression eines Plasmid-kodierten Proteins nach oraler oder 

intravenöser Applikation von L. monocytogenes noch die Induktion einer Immunantwort durch eine 

DNA-Vakzine demonstriert werden, welche durch dieses Bakterium in den Wirtsorganismus 

transportiert worden ist. 

Abbildung 1.2 fasst die Möglichkeiten der verschiedenen enteroinvasiven attenuierten Pathogene 

zusammen, eukaryotische Expressions-Plasmide in Antigen-präsentierende Zellen zu 

transportieren: 

  
 

MHC I

MHC II  ?

L. monocytogenes ply118+

S. flexneri asd∆

APC

?

E. coli  inv hly+ + ( )
S. typhimurium aroA
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  und
 Prozessierung
des Antigens

Abb. 1.2: Transport von DNA-
Vakzinen in das Zytosol von 
Antigen-präsentierenden Zellen 
(APC) durch verschiedene 
attenuierte invasive Bakterien.  
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2.2 Listeria monocytogenes als Vektor eines „DNA delivery“ Systems 

 

Listeria monocytogenes ist das klassische intrazelluläre Pathogen der Immunologie. Da sie in 

Gegensatz zu Shigellen eine Vielzahl von Labortieren infizieren zu können, stellen Listerien für die 

Infektionsforschung ein nahezu ideales Modellsystem sowohl für die Analyse von intrazellulären 

Infektionen wie auch für die Aufklärung von Immunabwehrmechanismen dar. Auf Grund seiner 

Fähigkeit, aus dem Phagosom ins Zytosol einer Wirtszelle zu entkommen, ist Listeria 

monocytogenes außerdem ein viel versprechender Vektor bei der Übertragung von eukaryotischen 

Expressions-Plasmiden in das Zytosol von Wirtszellen. 

 

 

2.2.1 Allgemeine Mikrobiologie 

 

Die Spezies Listeria monocytogenes gehört zu einer Gruppe von Gram-positiven Bakterien, welche 

eng mit Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus und Staphylococcus verwandt ist 

(Rocourt, 1999). Listeria spp. sind fakultativ anaerobe, bewegliche Stäbchen, die weder Kapseln 

noch Sporen ausbilden können. Die Beweglichkeit ist bei 22°C besonders ausgeprägt. Bei dieser 

Temperatur werden peritriche Geißeln gebildet, welche bei 37°C reprimiert sind. L. monocytogenes 

wird als Oxidase-negativ, Katalase-positiv, Äsculin-positiv, CAMP-positiv und beta-hämolytisch 

diagnostiziert. 

Listerien können außerhalb des Wirtskörpers überleben und sich vermehren und dadurch aus einer 

Vielzahl von Umweltquellen isoliert werden, wie z.B. dem Erdreich, Wasser, Abwasser, 

Nahrungsmitteln und aus menschlichem und tierischem Fäzes (Seeliger, 1961). Zusätzlich kann das 

Bakterium mit einer Häufigkeit von 5-10 % im Darm gesunder Menschen nachgewiesen werden 

(Gray und Killinger, 1966) und wird daher als opportunistischer pathogener Saprophyt betrachtet. 

Bakterien des Spezies Listeria monocytogenes wurden erstmals 1926 von E. G .D. Murray, R. A. 

Webb und M. B. R. Swann als ätiologisches Agens einer durch schwere lokale bzw. systemische 

Infektionen verursachten Krankheit von Nagetieren beschrieben, die zuerst als mononukleäre 

Leukozytose und später als Listeriose bezeichnet worden ist. Von den sechs Listeria species sind L. 

monocytogenes und L. ivanovii als potenziell pathogen klassifiziert. Listeria monocytogenes kann 

sowohl den Menschen als auch andere verschiedene Säugetiere, Reptilien und Vögel infizieren. Die 

ersten Fälle einer humanen Listeriose wurden 1929 in Dänemark bekannt (Nyfelt, 1929).  

Listeriose tritt beim Menschen nur sporadisch auf, erst in den letzten seit Anfang der 80er Jahre 

wurden vermehrt epidemische Ausbrüche dieser Krankheit mit einer Mortalitätsrate von bis zu 30 

% (Lorber, 1997) in Nordamerika und Europa beobachtet (Schuchat et al., 1991). Alle Ausbrüche 

konnten auf eine Kontamination von Nahrungsmitteln mit L. monocytogenes verschiedener 
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Serovare (besonders Sv1/2a, Sv1/2b und 4b) zurückgeführt werden, wodurch die Listeriose sich als 

eine wichtige, durch Nahrungsmittel übertragene Infektionskrankheit etabliert hat. 

Listerien tolerieren einen weiten Temperaturbereich und können bei 1,5 bis 50°C wachsen (Junttila 

et al., 1988, Walker und Stringer, 1987), wobei ihr Temperaturoptimum bei 30-37°C liegt. Zudem 

können sie sich bei hohen Salzkonzentrationen und niedrigen pH-Werten noch vermehren. Selbst 

längere Perioden des Trocknens und Gefrierens mit anschließendem Auftauen werden von diesem 

Bakterium toleriert, so dass Listerien konventionelle Nahrungsmittel-Konservierende Techniken 

überleben können (Lammerding und Doyle, 1990, Donelly, 1994, Lou und Yousef, 1999). 

Schnelle und zuverlässige Nachweise von L. monocytogenes erfolgen derzeit über 16S rRNA-

Analyse, DNA/DNA-Hybridisierung mit Listeria-spezifischen Gensonden, Antikörper-Detektion 

oder DNA-Amplifikation mittels PCR (Schuchat et al., 1991, Bubert et al., 1992, Kreft, J., 1992, 

Bubert et al., 1994). 

 

 

2.2.2 Pathogenese  

 

Obwohl Listerien in der Natur weit verbreitet sind, ist die humane Listeriose eine seltene Infektion 

bei immunkompetenten Individuen. Die meisten Listeriose Patienten haben einen physiologischen 

oder pathologischen Defekt ihrer T-Zell-vermittelten Immunabwehr; Risikogruppen für Listeriose 

sind daher schwangere, neugeborene und ältere Menschen sowie Erwachsene mit einem 

geschwächtem Immunsystem und verschiedenen anderen zu Grunde liegenden 

Primärerkrankungen. 

Da kontaminierte Nahrungsmittel die wichtigste Quelle einer Infektion mit Listeria monocytogenes 

sind, scheint der Gastrointestinaltrakt die primäre Eintrittsstelle des Bakteriums in den 

Wirtsorganismus zu sein (Abb. 1.3). Studien an gastrisch infizierten Meerschweinchen ergaben, 

dass die Bakterien die Darmbarriere durchqueren, indem sie die Enterozyten des Darmepithels 

invadieren und sich darin vermehren (Racz et al., 1972). Diese Art der Invasion scheint zumindest 

auch für die humane Listeriose gültig zu sein, da L. monocytogenes ebenfalls seine Aufnahme in 

die humane Enterozyten-ähnliche Zell-Linie Caco-2 induzieren kann (Gaillard et al., 1987). Bei 

einer listeriellen Infektion von Ratten und Mäusen wird dagegen eine andere Infektionsroute 

diskutiert (siehe 2.2.3).  

Listerien, welche die Darmbarriere überquert haben, werden über die Lymphe oder das Blut zu den 

mesenterialen Lymphknoten, der Leber und der Milz transportiert (Marco et al., 1992, Pron et al., 

1998), wobei unklar ist, wie viele Bakterien innerhalb von Zellen und wie viele eigenständig in 

diese Organe gelangen. In der Leber wird die Mehrheit der Bakterien zunächst abgetötet, gefolgt 

von einer anschließenden starken Vermehrung der Überlebenden, wobei lokale Mikroabszesse 

gebildet werden. 
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Abbildung 1.3: Pathogenese einer Infektion mit Listeria monocytogenes (modifiziert nach Vazquez

Boland et al., 2001). 
e Etablierung der Infektion in der Leber ist dabei entscheidend für den weiteren Verlauf der 

steriose. 

sätzlich zu den beschriebenen Organen kann L. monocytogenes den Fetus durch die hämatogene 

erquerung der Plazentaschranke infizieren. Eine Infektion des zentralen Nervensystems äußert 

h in einer Infektion der Meningen, wobei häufig auch im Hirnparenchym Infektionsherde zu 

den sind (Nieman und Lorber, 1980, Lorber, 1997). 

pische Verlaufsformen einer Listeriose sind zum einen Meningoenzephalitis (in 55-70 % aller 

lle bei nicht Schwangeren) und Meningitis mit einer Mortalitätsrate um 20 % und zum anderen 

psis (15-50 % aller Fälle) mit einer Mortalitätsrate von bis zu 70 % bei immun-geschwächten 

dividuen. Des Weiteren kann sich eine Listeriose als Gastroenteritis, grippeähnliche Symptome 

er lokale Abszesse manifestieren. Eine Infektion während der Schwangerschaft kann zu Tot- 

er Frühgeburten bzw. auch zu einer septisch oder meningitisch verlaufenden Erkrankung des 

ugeborenen führen. 

ktoren wie die Empfänglichkeit des Wirtes, die aufgenommene Infektionsdosis, die Azidität des 

agensaftes und die Virulenz des Erregers können dabei die klinische Manifestation erheblich 

einflussen.  

.3 Die experimentelle murine Listeriose  

e experimentelle Listeriose in der Maus, die 1962 von G. B. Mackaness eingeführt worden ist, 

nte als Prototyp eines Modells einer Infektion durch intrazelluläre Bakterien. 
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Im Vergleich zur humanen Listeriose und zur gastrischen Infektion von Meerschweinchen konnte 

in verschiedenen Studien nach oraler Infektion von Mäusen als auch Ratten mit L. monocytogenes 

keine Invasion des Darmepithels beobachtet werden. Die Bakterien wurden dagegen vorwiegend in 

den Peyer´schen Platten lokalisiert (MacDonald und Carter, 1980, Marco et al., 1992, Marco et al., 

1997), wobei sie nicht über die in diesen Arealen liegenden M-Zellen zu invadieren scheinen 

(Daniels et al., 2000). Erst kürzlich konnte dokumentiert werden, dass Dendritische Zellen aus den 

Peyer´schen Platten als Vektoren für Listerien dienen, welche die Bakterien aus dem Darmlumen 

heraus über das Darmepithel translozieren und in tiefere Gewebe transportieren können (Pron et 

al., 2001). Bei dieser Art der Translokation scheinen die Dendritischen Zellen „tight junction“ 

Proteine zu exprimieren. Damit öffnen sie die „tight junctions“ der Darmepithelzellen und können 

anschließend Dendriten ins Darmlumen zu senden, um dort die Bakterien aufnehmen (Rescigno et 

al., 2001).  

Experimentelle Infektionen von Mäusen über die intravenöse Route haben gezeigt, dass die 

Bakterien sehr schnell nach Infektion kaum mehr im Blut nachweisbar sind, sondern zu 90 % in der 

Leber und auch in der Milz angesammelt werden (Mackaness, 1962, Conlan und North, 1991, 

Cousens und Wing, 2000). Die allgemeine Vorstellung war, dass die Mehrheit der Bakterien von 

den in der Leber residierenden Kupffer´schen Sternzellen in den ersten 6 Stunden abgetötet werden 

(Ebe et al., 1999). 

Neue Studien scheinen dem zu widersprechen: Phagozytose durch Kupffer-Sternzellen scheint 

nicht der prinzipielle Mechanismus zu sein, durch den Listerien dezimiert werden, sondern diese 

scheinen sich eher an den Sternzellen anzulagern, um dann durch angelockte Neutrophile 

phagozytiert zu werden (Gregory und Wing, 2002), wobei beide Zelltypen proinflammatorische 

Faktoren (TNF-α, IL-1β, IL-6, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2) sezernieren. Die mit Bakterien beladenen 

Neutrophilen werden anschließend durch Kupffer-Sternzellen phagozytiert und verdaut. Listerien 

replizieren in der Leber vornehmlich in den Hepatozyten, wo sie einen vollständigen intrazellulären 

Infektionszyklus vollziehen können und sich in benachbarte Zellen ausbreiten.  

Die akute Phase der Listeria Infektion wird von polymorphkernigen Neutrophilen (PMNs) 

kontrolliert (Rogers und Unanue, 1993). Diese wandern, angelockt durch chemische Botenstoffe an 

die Orte der Infektion, wobei Mikroabszesse durch die Elimination von infizierten Hepatozyten 

entstehen (Conlan und North, 1991). Die infizierten Hepatozyten selbst unterlaufen, unabhängig 

von der Infiltration durch die PMNs, ein Apoptoseprogramm (Rogers et al., 1996).  

In Mäusen ist die LD50 nach oraler Infektion relativ hoch (> 109 Bakterien) (Audurier et al., 1980, 

Okamoto et al., 1994), bei intravenöser Applikation von BALB/c Mäusen hingegen liegt die LD50 

nur bei ca. 8 x 103 Bakterien (ZKBS, 1999) bzw. bei 104 Bakterien nach Infektion von C57BL/6 

Mäusen (Engelbrecht et al., 1996). Dieser gravierende Unterschied kann wiederum auf die 

Resistenz von murinen Darmepithelzellen gegen L. monocytogenes zurückgeführt werden. 
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2.2.4 Immunologie einer L. monocytogenes Infektion 

 

Das heute verfügbare Wissen über die Immunologie der Listeriose wurde fast ausschließlich mit 

Hilfe des Modells der experimentellen murinen Listeriose erarbeitet. 

In die Immunantwort gegen Listeria monocytogenes sind sowohl angeborene als auch erworbene 

Abwehrmechanismen involviert, wobei die Zell-vermittelte Immunität eine wesentliche Rolle 

spielt. Aber auch Antikörper sind nach neuesten Studien an der Vermittlung von Immunität gegen 

dieses intrazelluläre Bakterium beteiligt.  

 

Die angeborene Immunantwort gegen Listeria umfasst eine Vielzahl von Zelltypen und Zytokinen, 

wobei polymorphkernige Neutrophile (PMNs) in den ersten 24 Stunden der Infektion infizierte 

apoptotische Hepatozyten und dadurch freigesetzte Bakterien in der Leber wesentlich eliminieren 

(Rogers et al., 1996). 

Ebenso wichtig bei der frühen Phase der Infektion ist die Interaktion zwischen Makrophagen und 

NK-Zellen (Unanue, 1997). Mit Listerien infizierte Makrophagen produzieren TNF-α und IL-12. 

Diese beiden Zytokine zusammen induzieren die Sekretion von INF-γ aus NK-Zellen und die volle 

Aktivierung von Makrophagen, welche mit erhöhten Leveln von MHC I- und MHC II-Molekülen 

(Bancroft et al., 1991) sowie der Freisetzung von Stickstoff-Oxiden (Beckerman et al., 1993) 

antworten. Zusätzlich wurde beobachtet, dass auch CD8α+ Dendritische Zellen aus der Milz INF-γ 

als Antwort auf eine Listeria Infektion produzieren (Ohteki et al., 1999). IL-1 und IL-6 spielen 

ebenfalls eine Rolle bei der frühen Phase der Listeria Infektion, wobei die Produktion dieser 

Zytokine mit der Antwort der PMNs assoziiert ist (siehe 2.1.3).  

 

Die adaptive Immunantwort gegen Listeria ist abhängig von T-Lymphozyten, wobei angenommen 

wird, dass Effektor- und Gedächtniszellen vom TH1-Typ überwiegen Aber auch IL-4 

produzierende T-Zellen können am Beginn einer Listeria-Infektion (Kaufmann et al., 1997) oder in 

verschiedenen Geweben im Verlauf einer Infektion gemessen werden (Marzo et al., 2002). 

Da das Bakterium während der Infektion sowohl in Phagosomen als auch im Zytosol von 

professionellen Antigen-präsentierenden Zellen anwesend ist, werden listerielle Epitope von MHC 

Ia-Molekülen (Pamer et al., 1991, Sijts et al., 1996), MHC II-Molekülen (Safley et al., 1991, 

Sanderson et al., 1995) und auch vom MHC Ib Molekül H2–M3 (Lenz et al., 1996, Gulden et al., 

1996) präsentiert, wodurch CD4+ und CD8+ T-Zellen aktiviert werden. Dies resultiert in einer 

völligen Eliminierung der Pathogene aus dem Wirt, gleichzeitig werden Gedächtnis-T-Zellen 

generiert, welche eine schnellere Immunantwort auf eine Sekundärreaktion auslösen können. 

Dominante listerielle H2-K2-restringierte Epitope, welche von CD8+ T-Zellen erkannt werden, 

stammen von den sezernierten Proteinen p60 (Peptide 449-457, 217-225), Listeriolysin (LLO, 91-

99) und von einer Metalloprotease (Mpl, 84-92) ab, wobei das LLO-Epitop zwar mit der 
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niedrigsten Dichte auf infizierten Antigen-präsentierenden Zellen präsentiert wird, dafür aber die 

die größte Anzahl an spezifischen CD8+ T-Zellen generiert (Pamer et al., 1991, Harty et al., 1995, 

Busch et al., 1998, 1999).  

Die Effektormechanismen, mit denen sich CD8+ T-Zellen an einer anti-listeriellen Immunantwort 

beteiligen, bestehen zum einen aus einer induzierte Apoptose in infizierten Hepatozyten durch 

einen Perforin-vermittelten Mechanismus (Kagi et al., 1994) und zum anderen aus einem Perforin- 

und Fas-unabhängigen Mechanismus, in welchen TNF-α involviert ist (White und Harty, 1998). 

Zusätzlich konnte demonstriert werden, dass die CD8+ T-Zell-vermittelte Immunantwort kein INF-

γ benötigt (Harty und Bevan, 1995).  

Listeria-spezifische CD4+- und CD8+ T-Zellen können beide unabhängig voneinander Immunität 

vermitteln (Rakhmilevich, 1994), obwohl die jeweiligen Effektormechanismen in diesen Studien 

noch nicht ganz verstanden sind. Ladel et al. demonstrierten 1994, dass die koordinierte Interaktion 

von CD4+ und CD8+ T-Zellen wichtig für eine vollständige Immunantwort gegen L. 

monocytogenes ist. 

Einige Studien (Gentschev et al., 1992, Ochsenbein et al., 1999, Edelson et al., 1999) konnten 

zeigen, dass protektive Antikörper ebenfalls Immunität gegen eine Listeria Infektion vermitteln 

können. Zum einen konnten von S. typhimurium sezernierte Antikörper, die gegen das Protein p60 

von L. monocytogenes gerichtet sind, teilweise Protektion gegen Listeria vermitteln (Gentschev et 

al., 1992) und zum anderen konnte Listeria-spezifisches IgM (aber kein IgG) im Serum von naiven 

Mäusen nachgewiesen werden (Ochsenbein et al., 1999). Tiere, die einen Defekt in der Bildung 

von IgM haben, zeigten eine starke Verschiebung der listeriellen Belastung in infizierten Organen 

(5- bis 10-mal mehr Bakterien in Leber bzw. 79-mal weniger Bakterien in der Milz). Zudem wurde 

gezeigt, dass LLO-spezifische, neutralisierende Antikörper Protektion gegen Listeria vermitteln 

(Edelson et al., 1999). 

 

 

2.2.5 Infektionszyklus und Virulenzfaktoren 

 

Infektionszyklus 

 

L. monocytogenes ist ein invasives Pathogen, welches zum einen eine Reihe von phagozytischen 

Zellen wie Makrophagen (Mackaness, 1962) und Dendritische Zellen (Guzman et al., 1995) 

infiziert und zum anderen seine Internalisierung in eine Vielzahl von Zelltypen induzieren kann, 

welche normalerweise nicht phagozytisch sind. Dazu gehören epitheliale Zellen (Gaillard, et al., 

1987), Hepatozyten (Wood et al., 1993), Fibroblasten (Kuhn et al., 1988), endotheliale Zellen 

(Drevets et al., 1995) und verschiedene Arten von Nervenzellen (Dramsi et al., 1998). 
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Das Eindringen in die Wirtszelle beginnt mit einer Interaktion des Bakteriums mit Rezeptoren in 

der Zytoplasma-Membran, die das Bakterium schrittweise einhüllt (Abb. 1.4). Dieser Prozess 

unterscheidet sich vom so genannten „membrane ruffling“, welches Salmonella und Shigella beim 

Eintreten in die Wirtszelle auslöst, was zu deren Makropinozytose führt (Isberg und Tran Van 

Nhieu, 1994). Der Aufnahmemechanismus von 

Listeria, der dem Invasin-vermittelten Eindringen  

von Yersinia ähnlich ist, wird auch als „zipper“-

Mechanismus bezeichnet, im Unterschied zum 

„trigger“-Mechanismus von Salmonella und 

Shigella (Ireton und Cossart, 1998).  

Nach der Aufnahme in die Zelle befinden sich die 

Listerien zunächst in einem Phagosom. Bereits 30 

Minuten nach Internalisierung beginnen die 

Bakterien jedoch, die phagosomale Membran zu 

lysieren (Gaillard et al., 1987) und innerhalb von 

zwei Stunden befinden sich ca. 50 % der 

intrazellulären Bakterien im Zytosol (Tilney und 

Portnoy, 1989).  

Im Zytosol der Wirtszelle kann sich L. 

monocytogenes mit einer Generationszeit von ca. 

einer Stunde vermehren (Gaillard et al., 1987, Portnoy et al., 1988). Gleichzeitig beobachtet man 

die Ausbildung eines ungeordneten Aktinsaumes um die einzelnen Bakterien, welcher innerhalb 

von ca. zwei Stunden nach Internalisierung zu einem Aktinschweif umgeordnet wird. Dieser 

Aktinschweif befindet sich dabei immer am so genannten alten Pol des Bakteriums und kann eine 

Länge von bis zu 40 µm erreichen. Das polymerisierte Aktin besteht dabei aus langen, axial 

angeordneten Filamenten, welche durch kurze, wahllos angeordnete Filamente vernetzt sind. 

Bakterien

Makrophage

        Aktin-
      basierte
 Bewegung

    Bildung
   von 
Filopodien

Ausbreitung
         in
   benachbarte 
      Zellen

Zyklus-
  Wiederholung

Phagozytose

Abbildung. 1.4: Der Infektionszyklus von 
 L. monocytogenes (http://www.med.ufl.edu/biochem/
DLPURICH/Listeria.html). 

Durch den polaren Aufbau der Aktinfilamente am Bakterienpol des Aktinschweifes werden die 

Bakterien mit einer mittleren Geschwindigkeit von 0,3 µm/s durch das Zytosol geschoben, wobei 

der Schweif immer an derselben Position verbleibt, während sich das Bakterium am Ursprung des 

Schweifes durch ständige Neupolymerisation des Aktins durch das Zytosol bewegt. Da die 

Bewegung der Bakterien im Zytosol ungerichtet verläuft, erreichen einige Bakterien die 

Zellmembran. Dort induzieren sie die Ausbildung Pseudopodien-artiger Protrusionen, wobei sich 

das Bakterium an der Spitze einer Ausstülpung befindet. 

Die Pseudopodien penetrieren benachbarte Zellen und werden von diesen wiederum durch einen 

Phagozytosevorgang aufgenommen, wodurch ein so genanntes sekundäres Phagosom entsteht, das 

von einer Doppelmembran umschlossen wird. Innerhalb kürzester Zeit kann sich Listeria durch 

einen weiteren Lysisvorgang aus dieser Vakuole befreien und in das Zytosol der neu infizierten 
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Zellen entkommen, wonach der Infektionszyklus wiederholt werden kann, resultierend in einer 

interzellulären Ausbreitung des Bakteriums (Tilney und Portnoy, 1989, Mounier et al., 1990, 

Dabiri et al., 1990, Therriot et al., 1992, Sechi et al., 1997, Robbins et al., 1999). 

 

 

Virulenzfaktoren 

 

In die Internalisierung von L. monocytogenes in Wirtszellen sind mindestens zwei bakterielle 

Invasine involviert: Internalin A (InlA) (Gailard et al., 1991) und Internalin B (InlB), wobei 

humanes E-Cadherin als zellulärer Rezeptor für Internalin A dient (Mengaud et al., 1996) (Abb. 

1.5). Murines und Ratten- E-Cadherin dagegen bindet nicht an Internalin A (Lecuit et al., 2001). 

Auch das Protein p60 wurde bislang als ein mit der Invasion assoziiertes Protein betrachtet (Kuhn 

und Goebel, 1989, Hess et al., 1995). 

Die Lysis der die Bakterien 

umgebenden Phagosomenmembran 

wird vom Listeriolysin O (LLO) 

vermittelt, einem sezernierten Poren-

formenden Toxin (Gaillard et al., 1987), 

welches vom Gen hly kodiert wird. 

Zusätzlich zu seiner Membran-

lysierenden Funktion kann LLO in 

murinen Dendritischen Zellen Apoptose 

induzieren (Guzman et al., 1996) und 

wirkt als inflammatorischer Stimulus, 

indem es Endothelzellen (Drevets et al., 

1998, Kayal et al., 1999) und Neutrophile (Sibelius et al., 1999) aktiviert. Zudem ist auch die 

bakterielle Phosphatidylinositol-Phospholipase C (PlcA) in einem geringeren Ausmaß an der Lysis 

der phagosomalen Membran beteiligt (Camilli et al., 1991). 

Internalisierung
Internalin / InlA

Inl B

Lysis der 
Doppelmembran-Vakuole

LLO (PlcA)

Intrazelluläre
 Bewegung

Zell-zu-Zell-
 BewegungActA

PlcB

Lysis der Vakuole

 
Abbildung. 1.5: Rolle der Virulenzfaktoren von L. monocytoge-
nes während des intrazellulären Infektionszyklus (adaptiert n. 
Tilney und Portnoy, 1989). 

Zur intrazellulären Bewegung im Zytosol der Wirtszellen und zur Ausbreitung in benachbarte 

Zellen benötigt L. monocytogenes ActA (Domann et al., 1992, Kocks et al., 1992), ein Prolin-

reiches Protein von 610 Aminosäuren. Mutanten, in denen das ActA-Protein inaktiviert ist, formen 

intrazelluläre Mikrokolonien und sind nicht mehr in der Lage, sich in benachbarte Zellen 

fortzubewegen. Diese Mutanten sind daher stark in ihrer Virulenz attenuiert. Die Ursache dieser 

eingeschränkten Motilität ist darin zu suchen, dass ActA eine essentielle Rolle bei der 

Polymerisation von Wirtszell-Aktin spielt. 
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ActA ist ein Oberflächen-assoziiertes Protein und mit 

seiner C-terminalen hydrophoben Region in der 

bakteriellen Membran verankert. Dabei akkumuliert 

ActA besonders stark am so genannten alten Pol der 

Zelle, während es am durch die Zellteilung 

entstandenen neuen Pol vollständig fehlt (Kocks et al., 

1993). Die polare Verteilung von ActA während des 

listeriellen Zellzyklus ist schematisch in Abb. 1.6 

dargestellt. An diesem ActA-reichen Pol findet 
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ildung. 1.6: ActA-Lokalisation auf
Oberfläche von L. monocytogenes

rend der verschiedenen Zellteilungs-
en (adaptiert nach Kocks et al.,
).  
ebenfalls die Aktinpolymerisation und die damit 

rgehende Formierung eines Aktinschweifes statt, wobei ActA aber nur am Pol der Bakterien 

icht in dem polymerisierten Aktinschweif lokalisiert ist (Kocks et al., 1993, Niebuhr et al., 

). Erst durch diese einseitige ActA-Lokalisation, Aktinpolymerisation und Schweifbildung ist 

n Bakterien möglich, sich in die entgegengesetzte Richtung durch das Zytosol zu bewegen. 

gestörte bzw. unpolare ActA-Verteilung auf der Oberfläche der Bakterien kann daher zu deren 

bilität führen (Brehm, 1995). 

eiteres Virulenz-assoziiertes Protein ist eine Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C 

), welche neben LLO für die effiziente Lyse der Doppelmembran-Vakuole bei der 

reitung der Bakterien in benachbarte Zellen notwendig ist (Vázquez-Boland et al., 1992). 

 wird dabei von der Zink-abhängigen Metalloprotease (Mpl) oder einer noch unbekannten 

inprotease der Wirtszelle von seiner inaktiven (pro-PlcB) in eine aktive Form überführt 

quis et al., 1995, 1997). Des Weiteren kann PlcB in einigen Zell-Linien wie Henle 407 

quis et al., 1995) und HEp-2 (Hense et al., 2001) eine LLO-unabhängige Freisetzung der 

rien aus dem primären Phagosom vermitteln. 

meisten dieser hier beschriebenen Virulenz-Gene sind in einer Pathogenitätsinsel (LIPI-1) 

. 1.5) von ca. 10 kb auf dem Chromosom von L. monocytogenes kodiert (Abb. 1.7), welche in 

-pathogenen Listeria spp. nicht existiert (Gouin et al., 1994). Die Gene, die InlA und InlB 

ren, sind zusammen in einem anderen Operon lokalisiert. Alle bekannten Virulenz-Gene 

en unter teilweiser oder absoluter Kontrolle des pleiotrophen Aktivatorproteins PrfA 

kribiert (Mengaud et al., 1991, Chakraborty et al., 1992). Dieses Protein ist ein Mitglied der 

/FnR-Familie der Transkriptionsaktivatoren und besitzt ein dem Transkriptionsregulator CAP 

. coli ähnliches „helix-turn-helix“-Motif (Sheehan et al., 1996).  
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Abbildung 1.7: 

prfA plcA hly mpl actA plcB

27 kDa 34 kDa 58 kDa 57/35 kDa 92/72 kDa 32/29 kDa
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PrfA

Pathogenitätsinsel LIPI-1 von L. 
monocytogenes. Die schwarzen 
Pfeile kennzeichnen die ver-
schiedenen mRNAs, welche nach 
der PrfA-vermittelten Aktivierung 
der verschiedenen Promotoren 
transkribiert werden 
 

 

 

 

 

 

PrfA kann unter bestimmten Bedingungen reprimiert werden, wodurch die Transkription der PrfA-

abhängigen Virulenzfaktoren ebenfalls unterdrückt wird. Zum einen wird die Transkription von 

prfA (besonders der plcA-prfA bicistronischen mRNA) und von PrfA-abhängigen Virulenz-Genen 

(Leimeister-Wächter et al., 1992) sowie die Translation des PrfA Proteins (Renzoni et al., 1997) 

bei Temperaturen unter 30°C stark reprimiert. Zum anderen kann das β-Glukosid Cellobiose 

ebenfalls sowohl die Transkription PrfA-abhängiger Gene (Park et al., 1993, Klarsfeld et al., 1994) 

als auch die Transkription der bicistronischen plcA-prfA mRNA effizient reprimieren (Renzoni et 

al., 1997). Im Gegensatz zur Temperaturhemmung werden bei der Anwesendheit von Cellobiose 

normale Mengen an PrfA, aber verringerte Mengen an PlcA, LLO und ActA exprimiert (Park et 

al., 1993, Renzoni et al., 1997), wodurch PrfA unter bestimmten Bedingungen zwar anwesend aber 

inaktiv sein kann. 

 

 

2.2.6 Listerien-spezifische Bakteriophagen 

 

Es sind eine Reihe von L. monocytogenes-spezifischen Bakteriophagen beschrieben worden, von 

denen u.a. die Phagen A118 und A511 näher charakterisiert worden sind (Loessner und Busse, 

1990). Der Phage A118 gehört zu den Siphoviridae (Morphotyp B1) und befällt vornehmlich die 

Serovare 1/2, während der Phage A511 ein Myovirus (Morphotyp A1) ist und die meisten L. 

monocytogenes Serovare lysieren kann. Als Rezeptoren für die Adsorption der Bakteriophagen an 

die Bakterienzelle wurden bislang einige Teichonsäure-Bestandteile wie Glukosamin oder 

Rhamnose identifiziert (Wendlinger et al., 1996).  

Phagenlysine (Endolysine) sind Enzyme, welche die bakterielle Zellwand hydrolysieren können. 

Sie werden während der späten Phase der Genexpression im lytische Zyklus der Virusreplikation 

synthetisiert. Ihre Aktivität ist dabei abhängig von dem Transport über die bakterielle 

Zytoplasmamembran, was ihnen durch die Aktivität eines Membran-durchlöchernden Holin-
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Proteins ermöglicht wird (Young, 1992). Phagenlysine können in kürzester Zeit den bakteriellen 

Murein-Sacculus komplett degradieren, wodurch die neu generierten Phagen aus den Bakterien 

freigesetzt werden.  

Das Phagenlysin 118 des Phagen A118 ist ein 30,8 kDa großes Protein, welches als L-Alanyl-D-

Glutamat-Peptidase charakterisiert worden ist (Loessner et al., 1995). Es besitzt eine enzymatisch 

aktive Domäne in den 140 Aminsäuren der N-terminalen Region, während die die C-terminalen 

182 Aminosäurereste die Bindung an einen polar verteilten, aber nicht identifizierten Liganden in 

der bakteriellen Zellwand vermitteln (Loessner et al., 2002). Phagenlysin 511, ein 36,5 kDa 

Protein, besitzt dagegen die Spezifität einer N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase. Beide Lysine 

scheinen andere Bakterien nicht zu lysieren und können daher in E. coli überexprimiert werden 

(Loessner et al., 1995). 

 

 

2.2.7 Das Protein p60 von L. monocytogenes 

 

L. monocytogenes bildet mit einer niedrigen Frequenz (ca. 10-4) spontane Mutanten, deren 

Kolonien auf Agarplatten einen rauen Phänotyp aufweisen. Dieser Phänotyp kommt dadurch 

zustande, weil die Zellen dieser Mutanten aus langen Filamenten bestehen, wodurch die Ränder 

dieser Kolonien stark gezackt erscheinen. Mit Hilfe einiger dieser so genannten Raumutanten war 

es Kuhn und Goebel 1989 möglich, ein Protein von Listeria monocytogenes zu charakterisieren, 

welches in diesen Raumutanten in sehr viel geringeren Mengen als in wildtypischen Listerien 

sezerniert wird. Dieses Protein zeigte in der SDS-PAGE ein Molekulargewicht von 60 kDa und 

wurde daher p60 genannt. 

 

Rolle bei der Internalisierung von L. monocytogenes 

 

Die langen Filamente dieser Raumutanten sind aus einzelnen, aneinanderhängenden 

Bakterienzellen zusammengesetzt und besitzen eine stark herabgesetzte Invasivität für die murine 

Fibroblasten-Zell-Linie 3T6 (Kuhn und Goebel, 1989). Diese Invasivität wird drastisch erhöht, 

wenn den filamentösen Bakterienketten der Raumutante RIII gereinigtes p60 zugesetzt wird, 

wodurch diese in sehr viel kleinere Zellketten zerfallen. Durch eine Ultraschallbehandlung kann 

ebenfalls ein Zerfall der langen Zellketten ausgelöst werden, aber derart behandelte Bakterien 

werden nicht mit einer erhöhten Effizienz von 3T6-Zellen aufgenommen. Es wurde daher 

postuliert, dass p60 mit der Invasion von L. monocytogenes in Wirtszellen assoziiert ist, das p60-

kodierende Gen wurde daher iap für „invasion associated protein“ genannt.  

Für die Zell-Linie Caco-2 konnten diese Beobachtungen zunächst jedoch nicht bestätigt werden. 

Auch bei der Infektion dieser Zellen erwies sich die Raumutante RIII zunächst als weitaus weniger 



Einleitung 21

invasiv als der Wildtyp, jedoch konnte die Invasivität sowohl durch eine Zugabe von gereinigtem 

p60 als auch durch eine Ultraschall-Behandlung wieder hergestellt werden (Bubert et al., 1992).  

Hess et al. demonstrierten 1995, dass mit Plasmid-kodiertem p60 ausgestattete Bakterien von S. 

typhimurium SL7207 verstärkt in eine murine Hepatozyten-Zell-Linie sowie in primäre 

Makrophagen (BMM) aufgenommen werden, wobei beim letzteren Zelltyp eine Fc-Rezeptor-

vermittelte Aufnahme ausgeschlossen werden konnte. Im Gegensatz dazu konnten Kolb-Mäurer et 

al. 2001 zeigen, dass humane Dendritische Zellen (MoDC) Bakterien von L. monocytogenes über 

eine Fc-Rezeptor-vermittelte Endozytose aufnehmen, bei der anti-p60-Antikörper eine wichtige 

Rolle spielen.  

Ein weiterer Hinweis auf die Rolle des p60 bei der Invasion von L. monocytogenes in Wirtszellen 

scheint auch der Befund zu sein, dass rekombinantes p60 spezifisch an Caco-2 Zellen bindet (Park 

et al., 2000). 

 

Das Gen iap 

 

Das p60 kodierende Gen iap konnte 1990 identifiziert und sequenziert werden (Köhler et al., 

1990). Plasmid-kodiertes p60 verursachte nach Expression in der Raumutante RIII und in B. 

subtilis DB104 einen signifikanten Zerfall der filamentösen Bakterienketten, und p60 aus dem 

Überstand von L. monocytogenes konnte die Zellen von M. lysodeiktikus in einem Zymogramm 

lysieren (Wuenscher et al., 1993). Daher konnte postuliert werden, dass das Protein p60 eine 

Mureinhydrolase unbekannter Substratspezifität ist, welche in einem späteren Schritt der 

Zellteilung von Listeria involviert zu sein scheint. 

Da ersten Versuche, das Gen iap durch Deletions-Mutagenese zu inaktivieren, scheiterten, wurde 

die Hypothese aufgestellt, dass p60 ein essentielles „housekeeping“ Protein ist (Wuenscher et al., 

1993). J. Bielecki publizierte 1994 dagegen eine p60-negative Insertionsmutante, welche stark 

reduzierte Mengen an p60 exprimiert. Diese Insertionsmutante bildet raue Kolonien sowie 

filamentöse Bakterienketten aus. 

In der Raumutante RIII, welche stark reduzierte Mengen an p60 exprimiert, konnten wildtypische 

Mengen an iap-spezifischer mRNA nachgewiesen werden (Köhler et al., 1991). Auch eine 

Überexpression von Plasmid-kodiertem p60 war in RIII nicht möglich, obwohl ein Anstieg an iap-

mRNA gemessen werden konnte. Daher wurde angenommen, dass die Expression von p60 auf 

einem post-transkriptionellen Level kontrolliert wird (Köhler et al., 1991). Lenz und Portnoy 

veröffentlichten dazu kürzlich, dass einige Raumutanten einen Defekt in der Expression eines 

zweiten secA Genes (secA2) aufweisen (Lenz und Portnoy, 2002). Dieses Gen ist direkt neben iap 

auf dem Chromosom lokalisiert, wird aber in entgegengesetzter Richtung kodiert. SecA2-Mutanten 

scheinen p60 zwar in gleicher Menge wie wildtypische Bakterien zu exprimieren, die Menge an 
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sezerniertem p60 ist in diesen Stamm jedoch verringert. Daher könnte diese Art von Mutation 

durchaus eine post-transkriptionelle Kontrolle sezernierter Proteine darstellen.  

 

Struktur des Proteins p60 

 

Die abgeleitete Aminosäuresequenz des p60 Proteins besteht aus 484 Resten, wobei die 27 N-

terminalen Aminosäuren die Signalsequenz bilden (Abb. 1.8). Das Protein p60 besitzt einen 

isoelektrischen Punkt von 9,3 (Kuhn und Goebel, 1989), welcher mit einem hohen Anteil an positiv 

geladenen Lysin- und Argininresten zu erklären ist. Diese hohe Ladung scheint auch die Ursache 

für den erheblichen Unterschied zwischen theoretischen (50,7 kDa) und experimentellem 

Molekulargewicht (60 kDa) zu sein. 
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Abbildung. 1.8: Schematische Darstellung des p60 Proteins von L. monocytogenes. Die farbigen Boxen stellen
Regionen dar, welche in den P60-ähnlichen Proteinen aller Listeria spp. lokalisiert sind. Die ungefüllten Boxen
kennzeichnen konservierte Pfam Domänen (Protein families database of alignments and HMMs, Sanger Institute,
UK) von L. monocytogenes p60. 
 
em p60 entsprechende Proteine konnten in allen Listeria spp. nachgewiesen werden, dabei sind 

or allem die N-terminale (ca. 100 aa) und die ca. 120 aa umfassende C-terminale Region in allen 

60 Proteinen dieser Spezies konserviert. Besonders auffällig im p60 Protein von L. 

onocytogenes ist eine 45 aa umfassende „Tandem-repeat“-Region, die sich aus 19 paarweisen 

iederholungen der Aminosäuren N und T zusammensetzt, welche ein „PSK“-Motiv umgeben. 

ieses Motiv findet man auch in den meisten anderen p60 Proteinen anderer Listeria Spezies, 

llerdings variiert bei diesen die Anzahl der „NT-repeats“ sehr stark (Bubert et al., 1992).  

60 besitzt eine C-terminal gelegene NPLC_60 Domäne noch unbekannter Funktion, welche oft in 

ipoproteinen gefunden wird. Die letzten 120 Aminosäuren sind zudem in vielen anderen 

roteinen unbekannter Funktion von zahlreichen Bakterien-Arten konserviert, wobei besonders das 

otiv „FDCSG“ sehr häufig gefunden wird. Dabei konnte der Cysteinrest in diesem Motiv mit der 

ydrolytischen Aktivität von p60 korreliert werden (Wuenscher et al., 1993).  

m Genom von L. monocytogenes EGD-e (Glaser et al., 2001) konnte eine Reihe p60-ähnlicher 

eserahmen (spl, lmo0394, lmo1104) lokalisiert werden, welche auffällige Sequenzhomologien in 

hren C-Termini zum C-Terminus von p60 besitzen (siehe auch Abb. 5.23). Von diesen 

eserahmen wurde bislang nur das Genprodukt von spl, als Protein p45 bezeichnet, näher 

harakterisiert (Schubert et al., 2000). Die Aminosäuresequenz des sezernierten Proteins p45 weist 
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55 % Ähnlichkeit und 38 % Identität zu der des Proteins p60 auf. Zudem konnte mit Hilfe eines 

Zymogrammes demonstriert werden, dass dieses Protein die Fähigkeit besitzt, die Zellwände von 

L. monocytogenes (aber nicht die von M. lysodeiktikus) zu lysieren. 

 

 

2.3 Ziel dieser Arbeit 

 

Das in dieser Arbeit angestrebte Ziel war, Virulenz-attenuierte L. monocytogenes Stämme so zu 

optimieren, dass sie eukaryotische Expressions-Plasmide effektiv in dem Zytosol von Wirtszellen 

freisetzen („DNA delivery“). Aus dieser Arbeit heraus wurde weiter untersucht, ob ein solcher 

Listeria Stamm dazu benutzt werden kann, in vivo eine DNA-Vakzine in das Zytosol von Antigen-

präsentierenden Zellen zu transportieren, damit eine Zell-vermittelte Immunantwort gegen das 

Vakzine-Antigen etabliert werden kann. 

 

In der diesem Projekt vorangegangenen Arbeit wurden eukaryotische Expressions-Plasmide mit 

Hilfe des attenuierten L. monocytogenes Stammes ∆2 in vitro in dem Zytosol von Wirtszellen 

freigesetzt, indem die Bakterien mit einer Phagenlysin-Kassette (PactA-ply118) ausgestattet wurden, 

welche sie zielgerichtet im Zytosol der Zelle lysierte (Dietrich et al., 1998). Da diese Lysis nicht 

vollständig war, wurden u.a. alternative Lysis-Kassetten daraufhin getestet, ob sie die Effizienz der 

Plasmid-Freisetzung erhöhen können.  

 

Zusätzlich wurde vermutet, dass nicht alle Listerien im Zytosol der Wirtszelle abgetötet werden, 

weil ein Teil der Bakterien das Expressions-Plasmid verliert, wobei die Phagenlysin-Kassette 

ebenfalls auf diesem Plasmid kodiert ist. Daher wurde ein neuartiges „balanced-lethal“ Plasmid-

System konstruiert, welches gewährleistet, dass L. monocytogenes weder in vitro noch in vivo ein 

transformiertes Plasmid wieder verliert, ohne dabei selbst eliminiert zu werden. 

Des weiteren wurde der Mechanismus der Freisetzung von Plasmid-DNA durch Listeria im 

Wirtszell-Zytosol untersucht, da dies zur Optimierung einer in vivo DNA-Vakzinierung mit L. 

monocytogenes als Vektor beitragen könnte. 

 

Zur Untersuchung des Potentials von L. monocytogenes als Transportvehikel für eine DNA-

Vakzine wurde ein Antigen-Expressions-Plasmid unter Verwendung einer passenden Antigen-

cDNA konstruiert. Anschließend würde man die mögliche Induktion einer Immunantwort nach 

oraler Applikation des Plasmid-tragenden Bakteriums untersuchen. Zusätzlich wurden für eine in 

vivo Anwendung verschiedene Virulenz-Attenuationen durch die Deletion bekannter Virulenz-

Gene von L. monocytogenes charakterisiert und auf ihre Eignung als Vektoren in diesem so 

genannten „DNA delivery“ System getestet. 
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3. Material 
 

3.1 Bakterienstämme 

 

Bezeichnung Beschreibung Herkunft 

L. monocytogenes EGD Sv 1/2a S.H.E. Kaufmann 

L. monocytogenes EGD-e Sv 1/2a, EGD-Derivat Glaser et al., 2001 

L. monocytogenes EGD ∆iap ∆iap  Deletionsmutante diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD Rev1 iap∆A908  Revertante diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD iap+ iap+  Revertante diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD-e ∆iap II ∆iap Deletionsmutante II diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD iap+ II iap+  Revertante diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD-e ∆iap III ∆iap  Deletionsmutante II diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD iap+ III iap+  Revertante diese Arbeit 

L. monocytogenes RIII Sv 1/2a Raumutante J. Potel 

L. monocytogenes EGD WtR8 EGD Sv 1/2a Raumutante diese Arbeit 

L. monocytogenes ∆actA  actA¯ Hauf et al., 1997 

L. monocytogenes EGD-e ∆trpS/ ptrpS ∆trpS, ptrpS diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD-e ∆actA ∆trpS/ 
ptrpS ∆actA, ∆trpS, ptrpS diese Arbeit 

L. monocytogenes EGD-e ∆iap ∆trpS/ 
ptrpS ∆iap, ∆trpS, ptrpS diese Arbeit 

E. coli DH10b 

F', mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), 
Φ80dlacZ∆M15, ∆lacX74, endA1, 
recA1, deoR, ∆(ara,leu)7697, araD139, 
galU, galK, nupG, rpsL, λ-  

Fa. Invitrogen 
(Gibco) 

E. coli M15[pREP4] NalS, StrS, RifS, Thi-, Lac-, Ara+, Gal+, 
Mtl-, F-, RecA+, Uvr+, Lon+, lacI Fa. QIAGEN 

B. subtilis DB104 his, nprE18, nprR2, ∆aprA3 R. Doi 
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3.2 Plasmide 

 

Bezeichnung Beschreibung Herkunft / 
Referenz 

pCMVβ AmpR (bla), oriE1, PCMV, SV40 SD/SA, lacZ, SV40 poly A 

Fa. Clontech, 
GenBank 

Accession # 
U02451 

pQE30 AmpR (bla), N-terminaler 6xHis tag Fa. QIAGEN 

pEGFP-1 f1 ori, Pamp, SV40 ori, [PSV40, KanR/NeoR, HSV TK poly A], oriE1,  
[EGFP, SV40 poly A] Fa. Clontech 

pDsRed-N1 SV40 ori, [PSV40, KanR/NeoR, HSV TK poly A], oriE1,  [PCMV IE , 
DsRed1, SV40 poly A] Fa. Clontech 

pUC18 AmpR (bla), PlacZ - multiple Klonierunsstelle - lacZ, oriE1  

pMK4 AmpR (bla), CmR(cat), rep Bac. R-plasmid incomp.group 8, oriE1, 
lacZ 

Sullivan et al., 
1984 

pIL253 EmR (ermAM), ori pAMβ1, repD, repE,  Simon and 
Chopin, 1988 

pHPS9 EmR (ermAM), CmR (cat), rep pTA1060, oriE1, P59, cat86::lacZα Haima et al., 
1990 

pERL-3 EmR (ermAM), KmR, oriE1, ori pAMβ1, repD, repE,  Hartl, 1990 

pLSV1 Mutageneseplasmid, EmR (ermAM), oriGram¯, oriTS Wünscher et al., 
1991 

pRP9 CmR De Rossi et al., 
1994 

PactA-gfp PactA-GFP (mut2) Dietrich et al., 
1998 

pUC18ActPr118 pUC18 x PactA-ply118 Dietrich, 1998 

pFLO1 TcR (tet), oriE1, oriU, repU (pLSV16xpUC19) Dietrich, 1998 

pFLO118 pFLO1 x PactA-ply118  Steigerwald, 
1998 

pHPL511 ply511 M. Loessner 

Phpt-gfp Phpt-GFP (mut2) M. Beck 

pQE30-KMP KMP-11 Expressions-Plasmid C. Berberich 

pBSK-KMP3 KMP-11 (Leishmania major) C. Berberich 

pFLO-trpS pFLO1 x trpS (SalI) diese Arbeit 

pFLO-trpS-6His pFLO1 x trpS-6His (SalI) diese Arbeit 

pLSV-deltrpS-AB ∆trpS-Mutageneseplasmid, pLSV1 x deltrpS-AB (BamHI, EcoRI) diese Arbeit 

pLSVactAdelAB ∆actA-Mutageneseplasmid, pLSV1 x actAdelAB (BamHI, EcoRI) diese Arbeit 

pLSV-C2+D ∆iap-Mutageneseplasmid, pLSV1 x C2+D (BamHI, EcoRI) diese Arbeit 

pLSV-C2iapD Rev1 Mutagenese-Plasmid, iap∆A908 diese Arbeit 

pLSV-repair iap+ Mutagenese-Plasmid diese Arbeit 

pUNK1 EmR (ermAM) ori pAMβ1, repD, repE, oriE1 diese Arbeit 
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(Fortsetzung) 

Bezeichnung Beschreibung Herkunft / 
Referenz 

pUNK-PCMV pUNK1 x PCMV [PCMV, SV40 SD/SA, NotI, SV40 poly A] (PstI/SalI) diese Arbeit 

pUNK-PCMV 

 PactA-ply118 pUNK-PCMV
 (SmaI/SalI) x PactA-ply118 (Ecl136II/SalI) diese Arbeit 

pUNK-PCMV 
 PactA-SPactA-ply118 pUNK-PCMV (SmaI/SalI) x PactA-SPactA-ply118 (Ecl136II/SalI) diese Arbeit 

pSP0 pUNK1 x trpS (SalI) diese Arbeit 

pSP0-PCMV pUNK-PCMV x trpS (SalI) diese Arbeit 

pSP1-PCMV pUNK-PCMV PactA-ply118 x trpS (SalI) diese Arbeit 

pSP2-PCMV pUNK-PCMV PactA-SPactA-ply118 x trpS (SalI) diese Arbeit 

pSP0-PCMVEGFP2 pSP0-PCMV x EGFP2 [EGFP ohne SmaI] (NotI) diese Arbeit 

pSP4-PCMVEGFP2 pSP0-PCMVEGFP2 x Phpt-SPactA-ply118 (PspAI) diese Arbeit 

pSP0-PCMVDsRed  pSP0-PCMV x DsRed (NotI) diese Arbeit 

pSP1-PCMVDsRed pSP1-PCMV x DsRed (NotI) diese Arbeit 

pSP5-PCMVEGFP2 pSP0-PCMVEGFP2 x PactA-ply511 (PspAI) diese Arbeit 

pSP6-PCMVEGFP2 pSP0-PCMVEGFP2 x PactA-ply511∆C (PspAI) diese Arbeit 

pSP1-PCMVKMP pSP1-PCMV x KMP (NotI) diese Arbeit 

pSP1-PCMVtPA-
KMP pSP1-PCMV x tPA-KMP (NotI) diese Arbeit 

pSP1-PCMVENH-
tPA-KMP pSP1-PCMVENH x tPA-KMP (NotI) diese Arbeit 

pSP1-PβAktintPA-
KMP pSP1-PβAktin x tPA-KMP (NotI) diese Arbeit 

pQE30-p60 p60His-Expressions-Plasmid diese Arbeit 

pSP0 PCMVEGFP pSP0 PCMV x egfp (NotI) Stritzker, 2001 

pSP1 PCMVEGFP pSP1 PCMV x egfp (NotI) Stritzker, 2001 

pSP2 PCMVEGFP pSP2 PCMV x egfp (NotI) Stritzker, 2001 

pSP1-PβAktinEGFP  C. Schoen 

pSP1 PCMVENH-
EGFP  C. Schoen 
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3.3 Oligonukleotide 

 
(Restriktions-Stellen sind unterstrichen) 

Bezeichnung Sequenz 
oriE1-EcoRI-for 5´-AAA AAA GAA TTC GCC AGC AAA AGG CCA GGA-3´ 

oriE1-EcoRI-rev 5´-AAA AAA GAA TTC ACT GAG CGT CAG ACC CCG-3´ 

trpS-SalI-for 5´-TGT TAT GTC GAC TAG TAT TTT ATG-3´ 

trpS-SalI-6His-rev 5´-AAA AAA GTC GAC TCA TTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG 

    TTT TCT GCG TTT ACG GCC AA-3´ 

trpS-SalI-rev 5´-GGT AAC GTC GAC GTG GAA ATT AAA-3´ 

deltrpS-A-for  5´-AAG AAA TGT GGA TCC GAA TTA CTA TTT-3´ 

deltrpS-A-rev 5´-AGT TTA CAA CCC GGG TTG TCA ATC ACA-3´ 

deltrpS-B-for  5´-CGA TGT TAC CCC GGG TTG CTT TAG AAT-3´ 

deltrpS-B-rev 5´-AAT TAG GAG GAA TTC AAA ATG AAA AAA-3´ 

trpS-check-for 5´-GAC GAA CAT GCT ATT ACG GTT-3´ 

trpS-check-rev 5´-AAT AGT TGC TGG TGG ATC AAG-3´ 

DsRed-NotI-for 5´-GGT ACC GCG GCC GCG GGA TCC ACC GG-3´ 

DsRed-NotI-rev 5´-AGA GTC GCG GCC GCT ACA GGA-3´ 

pUNK-Em-rev 5´-CCA ATT TCG TAA ACG GTA TCG G-3´ 

pFLO-Tc-rev 5´-TAT CAG AGG GAA CAG GTA TTG-3´ 

trpS-for 5´-GCT AAC TAT CTA TTC GGT TAT-3´ 

trpS-rev 5´-AAT TGT CCA CTA GGT TGA ATT-3´ 

p60DELforC2 5´-TCA TCA GGA TCC TGT CTC ATT-3´ 

p60DELrevC 5´-TAA CTC CCC GGG CTA AAG AGG-3´ 

p60DELforD 5´-ATG AAA CCC GGG GTA TGA TGA-3´ 

p60DELrevD 5´-AGC GTA GAA TTC TAG ACT GTA-3´ 

actA-delAfor  5´-AAA AAA GGA TCC AAT CGC TTC CAC TCA CAG AGG-3´ 

actA-delArev 5´-AAA AAA CCC GGG CAC TTA TAC TCC CTC CTC GTG-3´ 

actA-delBfor  5´-AAA AAA CCC GGG AAT AAT TAA AAA CAC AGA ACG-3´ 

actA-delBrev 5´-AAA AAA GAA TTC CCT TGA GCT ATT TGT TTA TCG-3´ 

EGFP2-NotI-for 5´-GGT ACC GCG GCC GCG GGA TCC ACC GGT CGC CA-3´ 

EGFP1-NotI-rev 5´-AGA GTC GCG GCC GCT TTA CTT GTA CAG CTC G-3´ 

P4-for 5´-AAG GAA CCC GGG AAT TAT TTG GGA AGC CCA-3´ 

P4-rev 5´-AAA TCT GTT TAA TCC CAC TAT AAT TTT CCT TTC AAG TG-3´ 

L4-for 5´-CAC TTG AAA GGA AAA TTA TAG TGG GAT TAA ACA GAT TT-3´ 

L1-rev 5´-GAG GGC CCC GGG CTA AAT CTT TTT AAC AAA C-3´ 

PactA-SmaI 5´-AAA AAT CCC GGG TTA CCG ATG CGA AAA AAG CGC-3´ 

511B  5´-CTC TAC GGT ATA TTT TAC CAT TTA TAC TCC CTC CTC GTG-3´ 

511A 5´-CAC GAG GAG GGA GTA TAA ATG GTA AAA TAT ACC GTA GAG-3´ 

ply511-SmaI 5´-ATA TAT CCC GGG TTA TTT TTT GAT AAC TGC TCC-3´ 

ply511∆C-SmaI 5´-AAA AAA CCC GGG TTA AGG TTT AGG TGC TGG TGT-3´ 

KMP-A 5´-GTA CCC GCG GCC GCA ATT CCC GGG GAT CG-3´ 

KMP-B 5´-CTC GTA CGT GGT GGC CAT GGT GAC TTC TTT TTT GCT-3´ 

KMP-C 5´-AGC AAA AAA GAA GTC ACC ATG GCC ACC ACG TAC GAG-3´ 

KMP-D 5´-AAA AAA GCG GCC GCT TAC TTG GAC GGG TAC TG-3´ 

KMP-E 5´-TCT CTT CAT TGC ATC CAT GGT GAC TTC TTT TTT GCT-3´ 

KMP-F 5´-AGC AAA AAA GAA GTC ACC ATG GAT GCA ATG AAG AGA-3´ 

KMP-G 5´-CTC GTA CGT GGT GGC CAT GCT GGG CGA AAC GAA GAC TGC-3´ 

KMP-H 5´-GTC TTC GTT TCG CCC AGC ATG GCC ACC ACG TAC GAG-3´  

tpa-5´ 5´-AGC AAA AAA GAA GTC ACC ATG GAT GCA ATG AAG AGA GGG CTC TGC 

    TGT GTG CTG CTG CTG TGT GGA GCA GTC TTC GTT TCG CCC AGC-3´ 

tpa-3´ 5´-CTC GTA CGT GGT GGC CAT GCT GGG CGA AAC GAA GAC TGC TCC ACA 

    CAG CAG CAG CAC ACA GCA GAG CCC TCT CTT CAT TGC ATC CAT-3´ 

p60-A 5´-GTT CAC AAA GTT CAG CCT GTT-3´ 

p60-D3 5´-GAC CGG CGA CGA AAT CGT CTT-3´ 

iap-repair-for 5´-ATT TGC GGA TCC AAC AAT CGC ATC CGC-3´ 

iap-repair-rev 5´-TAC GGA GAA TTC CCA AAT AGT GTC ACC-3´ 

p60His-for 5´-AAA AAA GGA TCC AGC ACT GTA GTA GTC GAA-3´ 

p60His-rev 5ß-AAA AAA GTC GAC TTA TAC GCG ACC GAA GCC-3´ 

iap-RNA-for 5´-CAA CAA TCG CAT CCG CAA GCA-3´ 
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(Fortsetzung)  

Bezeichnung Sequenz 
iap-RNA-rev 5´-AAG CCC AAA TAG TGT CAC CGC-3´ 

Sod-N 5´-CTT ATG ATG CTT TGG AGC-3´ 

Sod-C 5´-GTT CCC AAA CAT CTA AGC-3´ 

iap76-for 5´-TCT ATT TTA GAA GAT CAA CAA AAT G-3´ 

iap-76-rev 5´-GCT GCA CGG AAT GCA TAA GAA-3´ 

iap-84-for 5´-CAA CGG CTG ATG TAA ATG TTC-3´ 

iap84-rev 5´-TTG TGT CAT ATT TTA CGC CGT-3´ 

 

 

3.4 Versuchstiere 

 

Für Infektions-Experimente wurden 6 Wochen alte, weibliche BALB/c Mäuse (BALB/cAnNCrl der Fa. Charles 

River bzw. BALB/cOlaHsd der Fa. Harlan Winkelmann) verwendet.  

 

 

3.5 Antikörper 

 
Primäre Antikörper: 
 
• K3A7, monoklonaler Antikörper gerichtet gegen das Epitop “QQQKAPTAPKE” von L. monocytogenes 

p60 (Rowan et al., 2000), erhalten von A. Bubert, Darmstadt 

• murines Antiserum, gerichtet gegen Lysat von L. monocytogenes NCTC 7973, G. Dietrich 

• polyklonales Kaninchen-Antiserum, gerichtet gegen L. monocytogenes ActA (Pfeuffer et al., 2000) 

• polyklonales Kaninchen-Antiserum, gerichtet gegen L. monocytogenes Listeriolysin, J. Kreft 

• polyklonales Maus-Antiserum, gerichtet gegen L. monocytogenes PlcB, M. Kuhn, (Pilgrim et al., 2002) 

• polyklonales Kaninchen-Antiserum, gerichtet gegen L. monocytogenes InlA, Affinitäts-gereinigt, J. 

Wehland 

• polyklonales Kaninchen-Antiserum, gerichtet gegen L. monocytogenes InlB, Affinitäts-gereinigt, J. 

Wehland 

• L2L2, monoklonaler Antikörper gerichtet gegen p45 von L. monocytogenes ATCC 19117, F. Fiedler, 

(Schubert et al., 2000) 

• Anti-Kinetoplastid Membrane Protein-11 (KMP-11) mAb ascites, Fa. Cedarlane Lab. 

• Tetra·His Antikörper, Fa. QIAGEN 

• PE anti mouse-CD11c(HL3), Fa. Pharmingen 

 

Sekundäre Antikörper: 

 
• Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), Fa. Dianova 

• Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG, Fcγ Fragment Specific (minimal cross reaction 

to Human, Bovine,and Horse Serum Proteins), Fa. Dianova 

• Anti-mouse IgG (whole molecule) –FITC from goat, Fa. Sigma 
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• Anti-rabbit IgG (whole molecule) –FITC from goat, Fa. Sigma 

3.6 Zellkultur-Medien 

Fa. Invitrogen (Gibco):   • RPMI 1640 mit L-Glutamin  
• Trypsin/EDTA-Lösung 
• Minimum Essential Medium – Eagle with Earl´s Salts w/o L-

Glutamine & NaHCO3, 10x Konzentrat 
• L-Glutamin, 200 mM, (100x) 
• MEM non-essential amino acids, 100x 
• MEM Natriumpyruvat, 100 mM 
• Natriumbicarbonat, 7,5 % 
• Dulbecco´s Mod Eagle Medium, w/o NaPyruvat, with 4500 mg/l 

Glucose, with Pyridoxine HCL 
 
Fa. Biochrom KG:  • Fötales Kälberserum 
 

 

3.7 Enzyme, Chemikalien und Kits 

 
Standard-Chemikalien, Nährmedien und Antibiotika wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), BD Difco, 

Roth, Serva Electrophoresis und Sigma verwendet. Spezielle Produkte sind wie folgt aufgelistet: 

 

Fa. Ambion:    “DNA-freeTM Kit” 
 
Fa. Amersham Pharmacia Biotech: 
    • ImmobilineTM DryStrip, pH 4-7, 18 cm 

• IPG-Puffer pH 4-7 
• EttanTM IPGphorTM Isoelectric Focusing System 
• Hoefer DALT System ( DALT Electrophoresis Tank, DALT 

Multiple Gel Caster ) 
• GFX™ Micro Plasmid Prep Kit 
• Restiktionsendonukleasen, One-Phor-All PLUS 
• ECLTM  direct nucleic acid labelling and detection system 
 

Fa. Beckton Dickinson:   BD MicrotainerTM SST 
 
Fa. BD Biosciences Clontech: • pCMVβ, Expressionsvektor 
    • DsRed-N1, Expressionsvektor 
 
Fa. BD Biosciences Pharmingen: 
    • „BD OptEIATM Mouse IL-2 Set“ 
    • „BD OptEIATM Mouse IFN- γ Set“ 
    • „Pharmingen´s Assay Diluent“ 
    • „TMB Substrate Reagent Set“ 
 
Fa. Bio-Rad:   • Bio-Rad Protein assay 
    • „SDS PAGE Molecular Weight Standards, Broad range” 
    •  “Prestained Precision Protein Standards, Broad range” 
 
Fa. Fresenius Kabi Deutschland GmbH:  Ampuwa® für Spülzwecke 
 
Fa. GLW:    5ml- und 15ml- Glashomogenisatoren 
 
Fa. ICN:     [Methyl-³H]-Thymidine, 6,7 Ci/mmol, 248 GBq/mmol  
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Fa. Invitrogen:   • 1 kb DNA Leiter 
• T4-DNA-Ligase, 1U/µl, incl. 5x T4-DNA-Ligase-Puffer 
• DNAzolTM 

 
Fa. Macherey-Nagel:   NucleoBond® PC 100 Kit 
 
Fa. MBI Fermentas:   Calf Intestine Alkaline Phosphatase, 1U/µl, incl. Puffer 
 
Fa. Merck KGaA:   Benzonase, ≥ 25 U/ µl  
 
Fa. Molecular Probes:   Alexa Fluor™ 488 Ziege anti-Kaninchen IgG(H+L) Konjugat 
 
Fa. PeqLab:     Biotechnologie GmbH:E.Z.N.A. Bacterial RNA Kit 
 
Fa. Perbio:    Detoxi-GelTM Endotoxin Removing Gel 
 
Fa. Perkin Elmer:  ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 
 
Fa. Promega:    Pfu-Polymerase, incl. 10x Puffer 
 
Fa. QIAGEN:   • QIAquick® PCR Purification Kit 
    • „ImmunEasyTM Mouse Adjuvant“ 
 
Fa. Roth:    Lysozym aus Hühnereiweiss 
 
Fa. Stratagene:     „ProStarTM First Strand RT-PCR-Kit“  
 

 

3.8 Verbrauchsmaterial 

 
Elektroporationsküvetten, 50x2mm Fa. EQUIBIO 

Nitrozellulosemembran „HybondTM-C extra“ Fa. Amersham Pharmacia Biotech 

Nylonmembran „HybondTM-N“ Fa. Amersham Pharmacia Biotech 

Röntgenfilme x-ray Retina, XBA Fotochemische Werke GmbH 

Blotting Papier, 330 g/m²,GB33 A. Hartenstein Labor & Medizintechnik GmbH 

Schreddergefässe „Lysing Matrix B“ Fa. Q-BIOgene 

Maxisorb-Platten, 96F Fa. Nunc 

Zell-Siebe, 70 µm Fa. BD Labware 

 

 

3.9 Geräte 

 
Autoklaven  Fa. Webeco 

Brutschrank Fa. Heraeus 

Schüttelwasserbad  Fa. GFL 

Heizblöcke Fa. Liebisch 

Elektroporationsgerät „Gene PulserTM“ Fa. BIO-RAD 

Elektrophorese-Kammern Fa. BIO-RAD 



Material 31

ELISA-Reader Fa. Molecular Devices 

Fluoreszenzmikroskop DM R, DM IRB, Fa. Leica 

Kameras Fa. Princeton Instruments, Fa. Diagnostics Instruments 

Klett-Photometer 900-3, Fa. Klett-Summerson 

Kritischer-Punkt-Trockner CPD 030 Fa. BAL-TEC 

Kühlzentrifugen Sorvall RT6000, Fa. DuPont; Megafuge, Fa. Heraeus 

Tisch-Kühlzentrifuge 5417R, Fa. Eppendorf 

Magnetrührer Fa. Gerhardt 

Mikrowelle Fa. Siemens 

Netzgeräte  Fa. Pharmacia Biotech 

Raster-Elektronenmikroskop DSM 962 Fa. Zeiss 

Transmissions-Elektronenmikroskop EM 10 Fa. Zeiss 

Durchflusszytometer Epics XL Fa. Beckman Coulter 

PCR-Gerät Fa. Techne 

pH-Meter Fa. WTW 

Photometer Ultrospec III, Fa. Pharmacia Biotech 

Röntgenfilmentwickler Fa. Kodak 

Pipetten Fa. Gilson, Fa. Eppendorff 

Schüttelwasserbad Fa. GFL 

Schreddergerät „Fast Prep FP120“ Fa. Q-BIOgene 

Sterilbänke Lamina Air, Fa. Heraeus 

Taumelgerät Fa. Heidolph 

Tischzentrifuge Fa. Heraeus 

UV-Stratalinker 2400 Fa. Stratagene  

UV-Leuchtschirm Fa. Vilber Coumat 

Videoprinter Fa. Misubishi 

Vortex-Gerät Vibrofix, Fa. Janke & Kunkel 

Vakuum-Zentrifuge Eppendorf Concentrator 5301 

Waagen Fa. Sartorius, Fa. Mettler 
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4. Methoden 
 

 

4.1 Allgemeine Arbeiten mit Bakterien 
 

4.1.1 Kultivierung von E. coli- und Listeria- Stämmen 

 

E. coli-Stämme werden für Klonierungsarbeiten in LB-Medium und zur Expression von Proteinen 

in 2YT-Medium kultiviert. Listeria-Stämme werden in BHI-Medium herangezogen. 

 

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium):  10g Select-Peptone 140 

      5g Hefe Extrakt 

      10g Natriumchlorid 

      ad 1l H2Odeion. 

 

2YT-Medium:     16g Select-Peptone 140 

      10g Hefe Extrakt 

      10g Natriumchlorid 

      ad 1l H2Odeion. 

 

BHI-Medium:     37g Hirn-Herz Glukose Bouillon 

      ad 1l H2Odeion. 

 

Zur Herstellung von Agarplatten wird den jeweiligen Medien 15 g/l Agar-Agar zugesetzt. Alle 

Medien werden 20 min bei 121°C autoklaviert. Bakterienkulturen, die unter Selektionsdruck 

wachsen müssen, werden unterschiedliche Antibiotika (Tabelle 4.1) zugesetzt: 

 

Endkonzentration Endkonzentration Zwischenkultivierung 
Antibiotikum Stammlösung 

in E. coli - Kulturen in Listeria - Kulturen nach Transformation 

100 mg/ml 1 h (E. coli) 
Ampicillin 

 in H2O 
100 µg/ml - 

  
30 mg/ml  1 h (E. coli) 

Chloramphenicol 
in Ethanol 

30 µg/ml 5-10 µg/ml 
1-2 h (L. m.) 

100 mg/ml 3 h (E. coli) 
Erythromycin 

 in Ethanol 
600 µg/ml 5 µg/ml 

6 h (L. m.) 
25 mg/ml 1 h (E. coli) 

Kanamycin 
 in H2O  

25 µg/ml 15 µg/ml 
2-3 h (L. m.) 

20 mg/ml 1 h (E. coli) 
Tetracyclin 

 in 50% Ethanol 
20-30 µg/ml 5-10 µg/ml 

2-3 h (L. m.) 
Tabelle 4.1: Verwendung verschiedener Antibiotika bei E. coli und L. monocytogenes Kulturen. 
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4.1.2 Herstellung von Glyzerinstocks 

 

Sowohl Listeria- als auch E. coli-Stämme werden über Nacht in Medium kultiviert. Nachdem die 

Kultur mit 25 % (v/v) sterilem Glyzerin in Endkonzentration gemischt worden ist, wird sie in 

sterilen Reaktionsgefäßen bei –80°C eingefroren. 

 

 

4.1.3 Transformation von Plasmiden in Listeria 

 

Listeria monocytogenes besitzt keine natürliche Kompetenz für die Aufnahme von Plasmiden. Die 

Bakterienzellen können aber durch eine kurze Behandlung mit dem Antibiotikum Penicillin G 

(Benzylpenicillin) mäßig kompetent gemacht werden. Penicillin G blockiert in der 

Wachstumsphase der Bakterien die Quervernetzung des Mureins durch die Inhibition von 

Transpeptidasen, so dass der Mureinsacculus falsch aufgebaut und für Plasmide durchgängig wird.  

Eine Übernachtkultur der Bakterien wird 1:50 in BHI-Medium verdünnt und bis ca. 90 KE 

kultiviert. Nach Zugabe von 5 µg/ml Penicillin G lässt man die Bakterien bis 120-130 KE wachsen. 

Oftmals erreicht die Kultur diese Klettwerte nach der Zugabe des Antibiotikums nicht mehr. In 

diesem Fall werden die Bakterien für eine Stunde nach der Zugabe von Penicillin G geschüttelt, 

dann 10 min bei 6000 g und 4°C abzentrifugiert, zweimal in einem 1/10 des Kulturvolumens 

eiskaltem SMHEM gewaschen und in 1/100 des Kulturvolumens SMHEM aufgenommen. 100 µl-

Aliquots dieser nun kompetenten Listerien können bei -80°C bis zur Transformation gelagert 

werden. 

Die Transformation von Listerien wird mittels Elektroporation durchgeführt. Dazu werden 100 µl 

kompetente Bakterien und 1-2 µg Plasmid-DNA bei 4°C in eine Elektroporations-Küvette gegeben 

und bei 100 Ohm, 25 µFd und 2,25 kV elektroporiert. Für eine erfolgreiche Transformation sollte 

dabei die Zeitkonstante τ etwa 2 ms nicht unterschreiten. Sofort nach der Transformation wird 1 ml 

vorgewärmtes BHI-Medium ohne Antibiotikum zu den Bakterien gegeben, dann lässt man diese je 

nach Resistenzmarker des Plasmides für die in Tabelle 4.1 angegebene Zeitspanne bei 37°C bis zur 

Produktion des Resistenz-vermittelnden Proteins schütteln. Anschließend wird die Kultur kurz 

abzentrifugiert und auf BHI-Platten mit Antibiotikum ausplattiert. Auf Grund der nur mäßigen 

Transformations-Effizienz können mit dieser Methode zwar Plasmide, aber keine Ligationsansätze 

erfolgreich transformiert werden, d.h. eine direkte Klonierung mit Listeria als Wirt ist nicht 

möglich. 

 
SMHEM:      952 mM Saccharose 

       3,5 mM MgCl2 

       7 mM HEPES, pH 7,2 
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4.1.4 Bestimmung der Segregationsstabilität von Plasmiden in Listeria 

 

Nach der Elektrotransformation des Plasmides in L. monocytogenes Zellen wird aus diesen 

Bakterien eine Übernachtkultur in BHI mit dem entsprechenden Antibiotikum hergestellt. Aus 

dieser Kultur heraus werden die Bakterien zweimal täglich 1:100 in BHI-Medium ohne Antibiotika 

passagiert und bei 37°C kultiviert. Anschließend kann nach zwei verschiedenen Methoden 

verfahren werden: (A) Zu verschiedenen Zeitpunkten wird eine geeignete Verdünnung der Kultur 

auf eine BHI-Agarplatte ausplattiert und über Nacht inkubiert. Anschließend werden die einzelnen 

Kolonien auf eine zweite Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum überführt. (B) Zu 

verschiedenen Zeitpunkten plattiert man eine geeignete Verdünnung der Kultur parallel auf eine 

Platte mit und ohne Antibiotikum aus. Bei beiden Verfahren wird die Anzahl der Kolonien auf der 

Platte mit Antibiotikum in Relation zu der Anzahl der Kolonien auf der Platte ohne Antibiotikum 

gesetzt. 

 

 

4.1.5 Austausch von Plasmiden in der Deletionsmutante ∆trpS/ ptrpS 

 

Plasmide, welche die Transkriptionseinheit trpS tragen (x-trpS, y-trpS), können in dem L. 

monocytogenes Stamm ∆trpS/ ptrpS gegeneinander ausgetauscht werden, solange sie 

unterschiedliche Resistenzmarker tragen. Dazu wird y-trpS durch Elekroporation in den Stamm 

∆trpS/ x-trpS transformiert und mit dem Resistenzmarker des Plasmides y-trpS selektioniert. 

Anschließend sollte von einer positiv selektionierten Kolonie eine Übernachtkultur angelegt 

werden, welche in einer geeigneten Verdünnung auf eine BHI-Platte mit dem Antibiotikum zur 

Selektion von y-trpS ausplattiert wird. Nach Kultivierung dieser Platte überführt man 10 Kolonien 

auf BHI-Agar mit beiden Antibiotika. Klone, welche auf diesem doppelt-selektionierenden BHI-

Agar nicht gewachsen sind, haben das Plasmid x-trpS verloren und werden als ∆trpS/ y-trpS 

betrachtet. 

 

 

4.2 Molekularbiologische Arbeiten 
 

4.2.1 Klonierung von DNA, Übersicht 

 

Die Klonierung von Genen bzw. von Genfragmenten lässt sich durch die Kombination 

verschiedener molekularbiologischer Techniken gestalten. Man konstruiert zwei spezifische 
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Oligonukleotide zur Amplifizierung des gewünschten Gens oder Fragmentes und amplifiziert 

dieses mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung von genomischer DNA 

bzw. des kompletten Gens in einem Plasmidvektor als Matrize.  

Das gereinigte PCR-Fragment wird mit spezifischen Restriktions-Endonukleasen verdaut und in 

einen mit denselben Enzymen linearisierten Plasmidvektor inseriert. In diesem Vektor kann das 

Fragment mit Hilfe von Wirtszellen wie z.B. E. coli sowohl repliziert als auch exprimiert werden. 

 

 

4.2.1.1 Isolation von genomischer DNA aus Bakterienzellen 

 

DNAzol™ ist ein komplettes Fertig-Reagenz zur Isolation von genomischer DNA aus festen und 

flüssigen Proben tierischen und pflanzlichen Ursprungs. Es enthält eine Mischung aus 

Guanidinthiocyanat und verschiedenen Detergenzien, welche RNA hydrolysiert und selektiv DNA 

aus dem Zellysat präzipitiert (Chomczynski et al., 1997). Während der DNA-Isolation werden ca. 

25-50 mg Bakterienpellet in 1 ml DNAzol™ homogenisiert (und zwar am besten vorsichtig mit 

abgeschnittenener Pipettenspitze), eventuelle Rückstände bei 10.000 g abzentrifugiert und 

anschließend die DNA mit 0,5 ml 100% (v/v) Ethanol präzipitiert. Nach einem Waschschritt mit 1 

ml 95% Ethanol sollte die DNA zuerst getrocknet und dann in 8 mM NaOH gelöst werden. 

Nachdem man nochmals unlösliche Produkte abzentrifugiert hat, kann die DNA direkt für PCR 

(siehe 4.2.1.4) oder Southern-Blot Analyse (siehe 4.2.2) verwendet werden. 

Zur Isolierung von chromosomaler DNA aus Listeria spp. wird der DNAzol™ -Behandlung ein 

zusätzlicher Lysisschritt vorangestellt. Dazu wird das Bakterienpellet in 0,98 ml TE-Puffer und 

0,02 ml Lysozym-Lösung resuspendiert. Anschließend inkubiert man die Bakterien bei 37°C 

solange, bis sie weiß und verklumpt erscheinen (ca. 15 min). Nach Abzentrifugation und 

Verwerfen des Überstandes wird die DNA nach dem oben beschriebenen Rezept isoliert. 

 

Lysozym-Lösung:    100 mg/ml Lysozym 

 

TE-Puffer:     10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

      1 mM EDTA, pH 8,0 

 

 

4.2.1.2 Herstellung von Schnell-Lysat aus E. coli oder Listeria Zellen 

 

Möchte man für eine PCR-Reaktion genomische oder Plasmid-DNA als Matrize verwenden, so 

genügt oftmals an Stelle einer sauberen DNA-Präparation ein aus den Bakterien hergestelltes 
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Schnell-Lysat. Dabei wird eine kleine Pipettenspitze an Bakterienmaterial in 50 µl MQ-H2O 

resuspendiert und bei 110°C im Heizblock gekocht. E. coli Zellen lassen sich einfacher 

aufschließen als Listerien, daher reicht bei E. coli eine 5-minütige Erhitzung aus, während man 

Listerien 10 min lang kochen sollte. Anschließend wird die Präparation zur Abkühlung kurz auf Eis 

gestellt und für 10 s abzentrifugiert. 1-3 µl des Lysates sollten sofort in den PCR-Ansatz pipettiert 

werden. 

 

 

4.2.1.3 Präparation von Plasmid-DNA 

 

Zur Isolation von Plasmid-DNA, die in E. coli repliziert worden ist, kann man sich verschiedener 

Techniken bedienen. Kleinere Mengen an Plasmid-DNA, die sich zum Screenen und Sequenzieren 

eignen, kann man nach einer standardisierten Prozedur gewinnen, der Plasmid-DNA 

Minipräparation mit Hilfe des „GFX™ Micro Plasmid Prep Kits“ (Fa. Amersham Pharmacia 

Biotech). Diese basiert auf einer modifizierten Methode der alkalischen Lyse von Bakterien 

(Birnboim und Doly, 1979). Das Prinzip dieser Methode beruht auf einer selektiven alkalischen 

Denaturierung von hochmolekularer chromosomaler DNA, während kovalent geschlossene 

zirkuläre DNA in der kurzen Lysiszeit weitgehend doppelsträngig bleibt. Nach der Neutralisation 

renaturiert die chromosomale DNA unter Bildung eines Pellets, während die Plasmid-DNA löslich 

im Überstand zu finden ist. Diese kann anschließend mit hoher Salzkonzentation an eine 

Glasfasermatrix selektiv adsorbiert und mit niedriger Salzkonzentration eluiert werden. 

Zur Isolation größerer Mengen an ultrareiner Plasmid-DNA wird die Plasmid-DNA Midi-

Präparation nach einem Protokoll der Fa. NucleoBond® angewandt (NucleoBond® PC 100 Kit). 

Diese Prozedur ähnelt der Minipräparation bezüglich der alkalischen Lyse, die Plasmid-DNA wird 

aber unter niedriger Salzkonzentration über eine NucleoBond® AX100 -Säule an ein selektives 

Ionenaustauscher-Harz adsorbiert. Unter ansteigender Salzkonzentration werden dann Proteine, 

RNA und andere Verunreinigungen entfernt und die Plasmid-DNA eluiert, welche durch einen 

nachfolgenden Präzipitationsschritt mit Isopropanol wird letztendlich entsalzt und ankonzentriert 

wird. 

Folgende Lösungen werden zur Plasmid-DNA-Präparation verwendet: 

 

 

Puffer S1  (Resuspensionspuffer):   50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

       10 mM EDTA 

       100 µg/ml RNase A, pH 8,0 

 

Puffer S2  (Lysispuffer):    200 mM Natriumhydroxid 
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       1 % SDS 

 

Puffer S3  (Neutralisationspuffer):   2,8 M Kaliumacetat, pH 5,1 

 

Puffer N2  (Äquilibrierungspuffer):   100 mM Tris-PO4, pH 6,3 

900 mM Kaliumchlorid 

       15 % Ethanol 

 

Puffer N3  (Waschpuffer):    100 mM Tris-PO4, pH 6,3 

1150 mM Kaliumchlorid 

       15 % Ethanol 

 

Puffer N5  (Elutionspuffer):    100 mM Tris-PO4, pH 8,5 

       1000 mM Kaliumchlorid 

       15 % Ethanol 

 

 

Analog der „Procedure B: Purification from 2-3 ml of culture” des GFX™ Micro Plasmid Prep 

Kits für die Plasmid-DNA Minipräparation benötigt man 2-3 ml einer in Selektionsmedium 

herangezogenen Übernachtkultur von E. coli. Die Bakterien werden kurz bei 10000 g 

abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 300 µl Lösung I (ohne Rezeptangabe) 

resuspendiert. Nach Zugabe von 300 µl Lösung II muss man das Röhrchen sofort 4-bis 6-mal über 

Kopf drehen. Zur Neutralisation des Ansatzes werden nach 5 min 600 µl Lösung III hinzupipettiert 

und vorsichtig gemischt. Dann zentrifugiert man 10 min bei 10000 g ab, gibt den Überstand auf 

eine GFX-Säule und zentrifugiert wieder für 30-60 s. Dann erfolgt ein Waschschritt mit 600 µl 

Waschpuffer und eine anschließende Trockenzentrifugation der Säule. Durch die Zugabe von 50 µl 

MQ-H2O auf die Matrix kann die DNA durch eine kurze Zentrifugation eluiert werden. Mit Hilfe 

dieser Prozedur lässt sich bis ca. 20 µg Plasmid-DNA isolieren. 

Zur Präparation von Plasmid-DNA in größeren Mengen werden 30-50 ml einer in 

Selektionsmedium kultivierten E. coli –Übernachtkultur abzentrifugiert und das Pellet in 4 ml 

Puffer S1 resuspendiert. 

Lysiert wird auch hier durch Zugabe von 4 ml Puffer S2 und das Reaktionsgefäß wird 4- bis 6-mal 

invertiert. Nach 5 Minuten gibt man 4 ml vorgekühlten Neutralisationspuffer S3 zur Mischung, 

mixt wieder vorsichtig durch Drehen des Reaktionsgefässes und inkubiert auf Eis für 10 Minuten. 

Durch eine nachfolgende Zentrifugation bei 6000 g und 4°C sammelt sich die Plasmid-DNA im 

Überstand an, welcher über einen Faltenfilter in die mit 2 ml Puffer N2 voräquilibrierte 

NucleoBond® AX100 -Säule dekantiert wird. Anschließend wird zweimal mit je 4 ml Puffer N3 
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gewaschen. Die Elution erfolgt durch eine zweimalige Elution mit je 1ml Puffer N5, welche mit 

jeweils 0,7 ml Isopropanol gefällt wird. Durch eine 30-minütige Zentrifugation bei 4°C wird die 

DNA pelletiert, der Überstand vorsichtig verworfen und das Pellet mit kaltem 70%-igem Ethanol 

gewaschen. Nach kurzer Vakuumtrocknung wird die DNA in 50-100 µl MQ-H2O gelöst. 

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Listerien funktioniert, wenn auch nicht mit der gleichen 

Ausbeute, analog den oben vorgestellten Methoden. Zusätzlich muss zu Lösung I als auch zu 

Puffer S1 2 mg/ml Lysozym zugegeben werden, und die Bakterien sollten bis zu einer Stunde in 

diesen Lösungen bei 37°C inkubiert werden. 

 

 

4.2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Die PCR ist eine in vitro Technik, mit der man gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten 

DNA-Sequenzen eingerahmt werden, vervielfältigen kann (Saiki, R.K. et al., 1985). Als Starthilfe 

benötigt man für die Amplifizierung der DNA Oligonukleotide (Primer). Dabei handelt es sich um 

kurze, einzelsträngige DNA-Moleküle, die komplementär zu den Enden einer definierten Sequenz 

der DNA-Matrize sind. Eine DNA-Polymerase verlängert unter den richtigen 

Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von Desoxynukleosid-triphosphaten (dNTPs) die Primer 

entlang der einzelsträngigen, denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert so neue DNA-Stränge, 

deren Sequenz komplementär zur Matrize sind. All diese DNA-Moleküle liegen am Ende der 

Reaktion als Doppelstränge vor. Um diese Synthese zu wiederholen, muß man die doppelsträngige 

DNA erneut durch Hitze aufschmelzen und nach Abkühlen der Mischung die Primer wieder binden 

lassen. Sobald die richtige Temperatur für die Enzymreaktion erreicht ist, verlängert die DNA-

Polymerase die Primer. Jede zusätzliche Strangsynthese bedeutet eine neue Vermehrungsrunde. 

Dabei dienen auch die neu synthetisierten DNA-Stränge als Matrize und tragen so dazu bei, daß 

mit jedem neuen Zyklus die Konzentration der vervielfältigten Ziel-Sequenzen ansteigt. Die PCR-

Produkte enthalten an ihren Enden die Oligonukleotid-Sequenzen der Primer. 

 

Die u.a. hier verwendete Taq-DNA Polymerase ist eine rekombinante, thermostabile 94 kD DNA 

Polymerase, die von einem modifizierten Gen der Thermus aquaticus DNA Polymerase abstammt 

(Lawyer et al., 1989). Sie gehört zu den hochprozessiven DNA Polymerasen, was bedeutet, daß sie 

eine hohe Anzahl von Nukleotiden (2.000-4.000 pro Minute) in die DNA einbaut, bevor sie von der 

Matrize abfällt. Außerdem hat die Taq-DNA Polymerase durch eine 5’->3’ Exonukleaseaktivität 

Reparaturfunktionen. Der PCR-Reaktionsansatz mit Taq-DNA Polymerase wird folgendermaßen 

errechnet: 
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Taq-Reaktionsmix (50 µl): 

Oligonukleotide (1µg/µl):  je 0,25-0,5 µl  

Matrize:     50 ng genomische DNA oder 

       5 ng Plasmid-DNA 

10x PCR Puffer :    5 µl 

dNTP-Mix (20 mM):    0,5 µl Endkonzentration: 200 µM 

Magnesiumchloridlösung (50 mM):   1,5 µl Endkonzentration: 1,5 mM 

Taq-DNA Polymerase (5 U/µl):    1 Einheit / 1kb PCR-Produkt 

      in MQ-H2O 

 

Zusammensetzung des 10x PCR Puffers:  200 mM  Tris-HCl, pH 8,4 

       500 mM Kaliumchlorid 

 

Zusammensetzung des dNTP-Mix:  20 mM dATP 

      20 mM dCTP 

      20  mM dGTP 

      20 mM dTTP 

 

Zur fehlerfreien Amplifikation von Genen oder DNA-Fragmenten, welche in einem Plasmid 

kloniert werden sollen, empfiehlt es sich, eine DNA Polymerase mit „Proofreading“-Aktivität zu 

verwenden. Die Pfu-DNA Polymerase ist ein aus Pyrococcus furiosus aufgereinigtes, 

thermostabiles Enzym, welches im Gegensatz zur Taq-DNA Polymerase zusätzlich eine 3´->5´ 

Exonukleaseaktivität („Proofreading“) besitzt (Lundberg, K.S. et al., 1991). Allerdings besitzt die 

Pfu-DNA Polymerase eine langsamere Extensionsrate, sie amplifiziert ca. 1kb in 2 Minuten. 

 

Pfu-Reaktionsmix (100 µl): 

Oligonukleotidprimer (1µg/µl)  je 0,5-1 µl  

Matrize:     50-100 ng genomische DNA oder 

       5-10 ng Plasmid-DNA 

10x PCR Puffer :    10 µl 

dNTP-Mix (20 mM):    1 µl Endkonzentration: 200 µM 

Magnesiumsulfatlösung (100 mM):   0-10 µl Endkonzentration: 2 mM – 12 mM 

Pfu-DNA Polymerase (3 U/µl):    1 Einheit / 1kb PCR-Produkt 

      in MQ-H2O 

 

Zusammensetzung des 10x Pfu-DNA 

Polmerase Puffers:     200 mM  Tris-HCl, pH 8,8 
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       100 mM Kaliumchlorid 

      100 mM Ammoniumsulfat 

      20 mM Magnesiumsulfat 

      1 mg/ml BSA 

      1 % Triton X-100 

 

Die erforderlichen PCR-Zyklen setzen sich gewöhlich aus drei Schritten zusammen, dem 

Schmelzen der DNA bei 94°C, um komplementäre Stränge voneinander zu trennen, dem Anlagern 

der Primer an die ssDNA bei 37-65°C, um die Polymerisation zu initiieren (annealing) und dem 

Primer-Extensionsschritt bei dem für die Taq-DNA Polymerase spezifischen Temperaturoptimum 

von 72°C. Zu Beginn der PCR-Zyklen kann man noch einen anfänglichen Schmelzschritt zur 

vollständigen Denaturierung der Matrizen-DNA vorausschicken. Am Ende der PCR ist es 

vorteilhaft, noch einen 5-minütigen Syntheseschritt anzuhängen, damit die Polymerase alle Stränge 

zu Ende synthetisieren kann. 

 

Gewählte PCR-Zeiten und Temperaturen: 

 

Initialer Schritt:   3 min    94°C  1 Zyklus 

Denaturierung:   1 min    94°C 

Primeranlagerung:  1 min    50-60°C 30 Zyklen 

Primerverlängerung:  1 min* bzw. 2 min** pro 1kb 72°C 

letzter Schritt:   5 min    72°C  1 Zyklus 

 

*: Taq-DNA Polymerase, **: Pfu-DNA Polymerase 

 

 

4.2.1.5 Reinigung von DNA aus PCR-Ansätzen 

 

Bevor man die in der PCR amplifizierte DNA für weitere Klonierungsschritte verwenden kann, 

müssen noch die übrigen Komponenten des PCR-Ansatzes entfernt werden, da die Enzyme, die in 

den Folgeschritten Verwendung finden, nur in einem speziellen Milleu arbeiten. Dazu wird eine 

Prozedur der Firma QIAGEN® angewandt: die QIAquick PCR Reinigung. Dabei wird die zu 

reinigende DNA in Gegenwart einer hohen Konzentration chaotropher Salze über eine 

Kieselgelsäule gegeben, wo sie adsorbiert wird, während Verunreinigungen wie Salze, Enzyme, 

nicht inkorporierte Nukleotide, Oligonukleotide, Farbstoffe und Detergenzien die Membran 

passieren (Vogelstein und Gillespie, 1979). Die Hauptmenge an Salzen wird dann durch den 

Ethanol-haltigen PE-Waschpuffer nochmals entfernt und die DNA mit MQ-H2O eluiert. Bei der 
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Reinigungsprozedur gibt man 5 Volumenteile Puffer PB zum PCR-Ansatz. Dieses Gemisch wird 

über eine QIAquick Kieselgel-Säule gegeben und bei 3000 g abzentrifugiert. Anschließend wäscht 

man mit 750 µl Puffer PE und zentrifugiert zweimal bei 10.000 g, wobei man zwischendurch den 

Durchlauf verwirft. Zuletzt wird mit 50 µl MQ-H2O eluiert. Die Firma QIAGEN macht im übrigen 

keine Angaben über die Zusammensetzung der Puffer PB und PE. 

 

 

4.2.1.6 Verdau von DNA mit Restriktions-Endonukleasen 

 

Restriktions-Endonukleasen binden spezifisch an doppelsträgige DNA und schneiden diese in oder 

neben einer Erkennungssequenz, der Restriktionsschnittstelle. Diese speziellen Enzyme stammen 

generell aus Prokaryoten und werden von diesen benutzt, fremde DNA wie u.a. Bakteriophagen-

DNA zu degradieren. Die eigene genomische DNA wird dadurch geschützt, indem Nukleotide 

innerhalb der Restriktionsstelle methyliert werden. Die Enzyme werden in drei Typen klassifiziert: 

Typ I- und Typ III- Enzyme besitzen Methylierungs- und Spaltungsaktivität in einem Protein, 

während Typ II- Restriktionsendonukleasen nur spalten und eine separate Methylase dieselbe 

Erkennungssequenz modifiziert. In der Molekulabiologie benutzt man deshalb routinemäßig 

vorwiegend Typ II- Enzyme. 

Der Hauptanteil dieser Enzyme erkennt eine spezifische Sequenz, die vier, fünf oder sechs 

Nukleotide lang ist und eine palindrome Symmetrie hat. Diese kann, je nach Enzym, mit glatter 

Schnittstelle oder mit überstehenden einzelsträngigen Enden geschnitten werden. Jedes Enzym 

schneidet optimal in einem bestimmten Milleu, das durch einen Puffer hergestellt wird. Die Firma 

Amersham Pharmacia Biotech bietet Restriktionsendonukleasen in Verbindung mit dem 10fach 

konzentrierten One-Phor- ALL Puffer Plus an, welchen man in einer Endkonzentration von 0,5fach 

bis 2fach einsetzen kann.  

Sollen PCR-Fragmente mit anhängenden Schnittstellen für Restriktionsenzyme und die für die 

Klonierung dieser Fragmente zu verwendenden Plasmid-Vektoren mit zwei verschiedenen 

Enzymen geschnitten werden, so kann man mit beiden Enzymen gleichzeitig schneiden, wenn 

diese gleich gut in demselben Puffer aktiv sind oder hintereinander, wenn jedes Enzym ein anderes 

Milieu benötigt. Üblicherweise benutzt man das Enzym als erstes, welches bei der niedrigeren 

Salzkonzentration wirksam ist, anschließend puffert man für das zweite Enzym um. Man wählt den 

Ansatz so, daß man erst die Hälfte des PCR-Ansatzes verdaut bzw. 1-3 µg des zu linearisierenden 

Vektors verwendet, 1/20-1/5 des Ansatzvolumens für den 10fachen One-Phor-All Puffer reserviert 

und 1 µl des ersten oder von beiden Enzymen dazugibt. Der Ansatz wird dann mindestens 90 min 

bei 37°C oder über Nacht bei RT verdaut. Wird danach ein zweites Enzym verwendet oder eine 

Dephosphorelierung angeschlossen, so wird nach der ersten Inkubation ein Deaktivierungsschritt 

von 10 min bei 70°C angeschlossen, dann umgepuffert und mit dem zweiten Enzym verdaut. 
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4.2.1.7 Dephosphorelierung von Plasmid-DNA 

 

Damit ein durch Restriktionsverdau linearisierter Vektor sich nicht wieder religiert, wird er mit 

einer Alkalischer Phosphatase behandelt. Die zu diesem Zweck verwendete Alkalische 

Phosphatase (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIP, Fa. MBI Fermentas, 1U/µl) ist eine 

Phosphatase, welche als Substrat DNA, RNA oder Proteine verwendet. Bei der Reaktion wird die 

DNA an den 5’-phosphorelierten Enden 

dephosphoreliert. 
5´pDNA 5´OH-DNAalkalische Phosphatase

 Dadurch kann theoretisch nur das nicht dephosphorelierte Fragment mit den linearisierten 

Vektorenden ligiert werden. Zur Dephosphorelierung verwendet man den gesamten Vektorverdau, 

gibt 1/10 des Endvolumens an 10x CIP-Puffer hinzu und 1 µl CIP. Dann inkubiert man 30 min bei 

37°C. Die Aktivität der Alkalischen Phosphatase kann durch eine 15-minütige Inaktivierung bei 

85°C gestoppt werden. 

 

10x CIP-Puffer:     100 mM Tris-HCl, pH 7,5 

      100 mM Magnesiumchlorid 

 

 

4.2.1.8 Agarose-Gel-Elektrophorese 

 

Die Agarose-Gel-Elektrophorese ist eine einfache und hocheffektive Methode, um DNA 

aufzutrennen, zu analysieren und zu präparieren. Mit den Standard-Agarose-Gelen kann man 

DNA-Fragmente einer Größenordnung von ca. 0,5 kb bis 30 kb auftrennen, je nachdem, welchen 

Gehalt an Agarose das Gel besitzt: 

 

Agaose (%)   Auflösungsvermögen 

0,5    30 bis 1 kb 

0,7    12 bis 0,8 kb 

1,0    10 bis 0,5 kb 

1,2    7 bis 0,4 kb 

1,5    3 bis 0,2 kb 

 

Zur Herstellung eines Agarose-Gels werden verschieden große horizontale Gelbetten verwendet, in 

denen man entweder 50 ml, 150 ml oder 300 ml Gel-Lösung gießen kann. Die Agarose wird 

zusammen mit einem Elektrophoresepuffer aufgekocht. Der hier verwendete TBE-Puffer ist ein 

Tris/Borat-Puffer, der üblicherweise im Labor für analytische und präparative Gele gleichermaßen 

benutzt wird. Um die DNA später im Gel sichtbar zu machen, wird in das flüssige Gel noch 
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Ethidiumbromid hinzugesetzt, welches eine planare Seitengruppe besitzt, die mit den gestapelten 

Basen der Nukleinsäuren interkaliert, sich also in die DNA einlagert. Wenn es mit UV-Licht 

angestrahlt wird, fluoresziert Ethidiumbromid bei 560 nm rot-orange. 

Bevor das nach dieser Rezeptur hergestellte Gel erstarrt, wird es in ein abgedichtetes Gelbett 

gegossen, in das man vorher einen Gelkamm zur Ausbildung von Probentaschen eingesetzt hat. 

Nach Erkalten des Gels entfernt man den Kamm und setzt das Gel in die mit TBE-Puffer gefüllte 

Gelkammer ein, wobei man darauf achten muß, daß der Puffer das Gel etwas überdeckt. Die DNA-

Proben müssen vor dem Auftragen mit 1/10 des Endvolumens an 10x Probenpuffer für Agarose-

Gele versehen werden. Dieser Puffer enthält vor allem Saccharose, um die Probe schwerer zu 

machen, und Farbstoffe für eine einfachere Handhabung. Anschließend läßt man die Probe bei 90-

120 Volt durch das Gel laufen. Parallel zur Probe sollte man einen DNA-Marker auftragen, um 

später die Größe einer DNA-Bande feststellen zu können. Will man die DNA aus dem Gel 

präparieren, so kann man die Bande nach Lauf mit einem sterilen Skalpell ausschneiden und die 

DNA aus dem Gel extrahieren. 

 

Gelvolumen Ethidiumbromid (10mg/ml) Spannung 

50 ml 4 µl 90 Volt 
150 ml 8 µl 120 Volt 
300 ml 12 µl 150 Volt 

 

10x TBE-Puffer:    0,9 M Tris 

      0,9 M Borsäure 

      0,025 M EDTA 

 

Gel- und Laufpuffer:    1x  TBE-Puffer 

 

10x Probenpuffer für Agarose-Gele:  4 M Harnstoff 

      50 % Saccharose 

      0,1 M EDTA 

      0,1 % Bromphenolblau 

      0,1 % Xylenxyanol 

 

DNA-Marker:     1 VT 1 Kb DNA Leiter (1,0 µg/µl) 

1 VT 10x Probenpuffer f. Agarose-Gele 

      8 VT MQ-H2O 
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4.2.1.9 Präparation von DNA aus Agarose-Gelen 

 

Hat man eine DNA-Bande aus einem Agarose-Gel ausgeschnitten, so muß diese aus dem Gel 

herauspräpariert werden. Die Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen funktioniert nach dem 

gleichen Prinzip wie die Reinigung von DNA aus PCR-Ansätzen, nur muß man einen 

Arbeitsschritt voransetzten: Nachdem man das ausgeschnittene Gelstückchen gewogen hat, werden 

drei Volumenteile Puffer QG zu einem Volumenteil Gel gegeben, wobei mg gleich µl zu setzen ist. 

Dann wird das Gel 10-15 min bei 50°C unter Schütteln im Puffer eingeschmolzen und ein 

Volumenteil Isopropanol zur Probe gemischt. Der Ansatz wird über eine QIAquick Kieselgelsäule 

zentrifugiert, mit 750 µl Puffer PE gewaschen, trockenzentrifugiert und mit 50 µl MQ-H2O eluiert. 

Diese Prozedur ist dem QIAquick Gel Extraktionsprotokoll von QIAGEN entnommen. Für den 

Puffer QG ist kein Rezept veröffentlicht. 

Die hier beschriebene Reinigungsprozedur ist oftmals viel effektiver als die Reinigung von DNA 

aus PCR-Ansätzen, da man die gewünschte DNA nicht nur von Proteinen und Salzen, sondern auch 

von unerwünschter DNA mit differierender Laufhöhe befreit.  

 

 

4.2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor 

 

DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 5’-

Phosphat- und 3’-Hydroxyl-Enden in doppelsträngigen DNA-Ketten. Dadurch können u. a. 

Einzelstrangbrüche in doppelsträngiger DNA repariert werden und vor allen Dingen DNA-

Restriktionsfragmente mit glatten oder homologen überstehenden Enden ligiert werden. Die T4-

DNA-Ligase ist das Produkt des Gens 30 des Phagen T4 und kann aus phagen-infizierten E. coli-

Zellen aufgereinigt werden. Für seine Aktivität benötigt es ATP als Cofaktor. T4-DNA-Ligase ist 

außerdem besonders hitzelabil. Man wählt einen Ligationsansatz so, daß man den im Vergleich 

zum Vektor 4- bis 5fachen molaren Überschuß an Fragment einsetzt. Zum Ansatz kommen 1/10 

des Ansatzvolumens an 10x Ligationspuffer und 1µl T4-DNA-Ligase hinzu. Die Ligation 

funktioniert sehr gut in einem Volumen von 15 µl, bei 15°C und Inkubation über Nacht. Neben den 

normalen Ligationsansätzen sollte man als Ligationskontrolle einen Ansatz mitinkubieren, der 

anstelle des Fragmentes MQ-H2O enthält. 

 

T4-DNA-Ligase:     1  U / µl  

 

5x-T4-DNA-Ligase-Puffer:   250 mM Tris-HCl, pH 7,6 

      50 mM Magnesiumchlorid 

      5 mM DTT 
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      5 mM ATP 

      25 %(w/v) Polyethylen-Glycol 8000 

 

 

4.2.1.11 Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen 

 

Als kompetent bezeichnet man den Status von Bakterien- oder Hefezellen, fremde DNA 

aufnehmen zu können. Es gibt verschiedene Wege, E. coli kompetent zu machen. Zum einen 

erreicht man das durch Kalziumchlorid, was eine gute Transformationseffizienz erzielt und nach 

der Herstellung kompetenter Zellen eine anschließende Lagerung erlaubt. Später können diese zur 

Hitzeschock-Transformation benutzt werden. Zur Herstellung der kompetenten E. coli-Zellen wird 

eine Übernachtkultur von einer möglichst frischen Platte angelegt. Von dieser Kultur werden dann 

1 ml in 100 ml vorgewärmtes LB-Medium überimpft und bis zu einer OD600 von 0,4-0,6 wachsen 

gelassen. Anschließend zentrifugiert man die Zellen 10 Minuten bei 3.000 g und 4°C in 

vorgekühlten Gefäßen ab und resuspendiert das Pellet in 1/5 Volumen eiskaltem 0,1 M 

Kalziumchlorid. Nachdem die Suspension 20-30 Minuten auf Eis stand, wird wieder 

abzentrifugiert und in 1/25 Volumen eiskaltem 0,1 M Kalziumchlorid resuspendiert. Dann stellt 

man die Suspension 45-60 min auf Eis. Vor dem Einfrieren bei -80°C wird noch 25% Glyzerin 

hinzugegeben. 

 Ein zweite Methode, E. coli Zellen zu transformieren, ist die Elektroporation. Für diese Art der 

Anwendung müssen die Bakterien wie folgt kompetent gemacht werden: Eine E. coli 

Übernachtkultur wird 1:100 in LB-Medium verdünnt und bis zu einer OD600 von 0,5-0,8 (entspricht 

ca. 110 KE) kultiviert. Dann stellt man 50 ml der Kultur für 15-30 min auf Eis und zentrifugiert sie 

anschließend für 10 min bei 5000 g und 4°C ab. Das Pellet wird daraufhin in 50 ml eiskalter 

Glyzerin-Lösung resuspendiert und wieder abzentrifugiert. Nach zweimaliger Wiederholung dieses 

Waschschrittes mit 25 ml und 10 ml Glyzerin-Lösung werden die Bakterien letztendlich in 500 µl 

Glyzerin-Lösung aufgenommen und als 100 µl –Aliquots bei -80°C bis zur Elektro-Transformation 

eingefroren. 

 

Glyzerin-Lösung:    10 %(v/v) Glyzerin in H2Odeion. 

 

 

4.2.1.12 Transformation von Plasmiden in E. coli 

 

Bei der hier angewandten Methode der Hitzeschock-Transformation wird Plasmid-DNA mit den 

kompetenten E. coli-Zellen auf Eis gemischt, wobei die DNA wahrscheinlich an die Zellen 



46 Methoden

adhäriert. Nach kurzem Hitzeschock werden die Plasmid-Moleküle dann von manchen Zellen 

aufgenommen (Cohen et al.,1972). Zur Transformation von ligierten Plasmiden mischt man auf Eis 

6 µl Ligationsansatz zu 200 µl kompetenten E. coli Zellen und inkubiert für 30 min Für den 

Hitzeschock hält man die Suspension für 45 s in ein Wasserbad von 42°C und kühlt sie 

anschließend für 2 min auf Eis ab. Nach Zugabe von 1 ml vorgewärmtem LB-Medium läßt man 

den Ansatz für eine Stunde bei 37°C schütteln. Durch Abzentrifugieren kann man die Suspension 

ankonzentrieren und somit die gesamten Zellen auf zwei LB-Agarplatten mit dem entsprechenden 

Antibiotikum verteilen. Nach Inkubation über Nacht bei 37°C wachsen nur diejenigen Zellen, 

welche ein Plasmid mit dem entsprechenden Resistenzgen tragen.  

Die Zeit, welche die frisch transformierten Zellen in LB-Medium ohne Antibiotikum kultiviert 

werden müssen, richtet sich hierbei nach der Art des zu verwendenden Antibiotikums (siehe 

Tabelle 4.1). Werden E. coli Zellen mit einem Erythromycin-Resistenz-Plasmid transformiert, so 

kann eine weitere Kultivierung auf BHI-Platten für die Transformationseffizienz von Vorteil sein. 

Die Elektrotransformation ist effizienter bei E. coli als die Hitzschocktransformation und eignet 

sich daher besonders für die Transformation von Plasmiden, welche größer als 10 kb sind. 100 µl 

kompetente Zellen werden mit 0,05-0,1 µg Plasmid-DNA oder 6 µl eines Ligationsansatzes in 

einer Elektroporations-Küvette bei 4°C gemischt und bei 200 Ohm, 25 µFd und 2,25 kV 

transformiert (Zeitkonstante τ ca. 4 ms, ansonsten war die Transformation nicht effizient). Nach der 

Zugabe von 1 ml vorgewärmtem LB-Medium und einer Zwischenzüchtung (siehe Tabelle 4.1) bei 

37°C zentrifugiert man die Bakterien kurz ab und verteilt sie zur weiteren Kultivierung in 

unterschiedlicher Menge auf zwei Agarplatten mit Antibiotikum. 

 

 

4.2.1.13 Sequenzierung von DNA 

 

Die zu sequenzierende, reine DNA wird mit „Big Dye“ aus dem „ABI PrismTM Dye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit“, Oligonukleotidlösung (0,02 µg/µl) und MQ-H20 auf 10 µl 

Endvolumen für die Sequenzierungsreaktion verdünnt. Nach der Sequenzierungs-PCR kann man 

die DNA fällen, indem man 2 µl 3 M Natriumacetatlösung, pH 4,6, und 50 µl 95 % (v/v) Ethanol 

zugibt und den Ansatz für 10 min auf Eis stellt. Nach einer 30-minütigen Ultrazentrifugation bei 

4°C wird das DNA-Pellet vorsichtig mit 250 µl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, anschließend in 

einer Vakuumzentrifuge getrocknet und die getrocknete DNA in 12 µl „Template suppression 

reagent“ resuspendiert. Die Sequenzierung der DNA wurde als Serviceleistung in einem Labor des 

Lehrstuhls für Zoologie mit Hilfe eines DNA-Sequenzierungsgerätes der Fa. Applied Biosystems 

durchgeführt. 
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Sequenzierungsansatz:   100-200 ng Plasmid-DNA oder 

     60  ng PCR-Produkt 

     2  µl „Big Dye“ 

     1  µl Oligonukleotid (0,02 µg/µl) 

     ad 10  µl MQ-H20 

 

Sequenzierungs-PCR:   10 s  96°C  

     5 s  50°C 

     4 min  60°C, 25 Zyklen 

 

 

4.2.2 Southern Blot Analyse 

 

Southern-Blotting nennt man den Transfer von DNA-Fragmenten von einem Elektrophorese-Gel 

auf eine Membran (Southern, 1975). Nach der Immobilisation können DNA-Fragmente mit Hilfe 

von Hybridisierungs-Techniken detektiert werden, die mit der eingesetzten Sonde, z.B. in Form 

von Peroxidase-markierten Oligonukleotiden, homolog sind. Mit dieser Methode läßt sich 

bespielsweise genomische DNA auf die Präsenz bestimmter Gene analysieren. 

 

 

4.2.2.1 Herstellung des DNA-Probengels 

 

1-10 µg der zu untersuchenden DNA wird mit 1-3 µl Restriktionsenzym sorgfältig über Nacht bei 

RT gespalten und parallel zu einer DNA-Leiter auf einem TBE-Agarose-Gel (siehe 4.2.8) 

aufgetrennt. Nach asymmetrischer Markierung des Gels kann man es neben einem 

Fluoreszenzlineal fotografieren, damit später detektierte Banden ihrer Molekülgröße zugeordnet 

werden können. Anschließend wird das Gel mit H2Odeion. gespült und einmal in 10fachem 

Gelvolumen Fixierungslösung für 20-30 min bei RT fixiert, wodurch größere DNA-Stränge für 

einen besseren Transfer zerkleinert werden. Um Kratzer an der Unterseite des Gels zu vermeiden, 

sollte es dabei mit der Oberseite nach unten in die Schale gelegt werden. Nach einem weiteren 

Spülschritt in H2Odeion. wird das Gel zweimal für 20 min in 10fachem Gelvolumen 

Denaturierungslösung geschüttelt, mit H2Odeion. gespült und zuletzt zweimal 20 min in 10fachem 

Gelvolumen Neutralisierungslösung inkubiert. Dabei macht die Denaturierungslösung die DNA 

einzelsträngig. Nachdem das Gel nochmals mit H2Odeion. gespült worden ist, kann es in den Blot 

eingebaut werden. 
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Fixierungslösung:    0,25 M HCl 

 

Denaturierungslösung:    1,5 M NaCl 

      0,5 M NaOH 

 

Neutralisierungslösung:    1,5 M NaCl 

      0,5 M Tris-HCl, pH 7,5 

 

20x SSC:     3 M NaCl 

      0,3 M Natriumcitrat-Dihydrat, pH 7,0 

 

 

4.2.2.2 Aufbau des Kapillar-Blots 

 

In eine horizontale Gel-Elektrophorese-Apparatur wird auf die Plattform ein in 20x SSC getränktes 

Blotting Papier gelegt, welches mit seinen Enden in ein Reservoir mit 20x SSC-Lösung hängt 

(Abb. 4.1). Darauf wird das Gel luftblasenfrei mit der Oberseite nach unten plaziert, gefolgt von 

einer Nylon-Membran in gleicher Größe. Auf diese Anordnung werden nun nacheinander drei mit 

20x SSC befeuchtete, auf Gelgröße geschnittene Blotting Papiere, drei trockene Blotting Papiere, 

ein Stapel mit trockenen Papiertüchern und eine Glasplatte gelegt. Zur Beschwerung des Blots 

eignet sich hervorragend ein Sigma-Katalog, und zuletzt wird der Aufbau mit einer Wasserwaage 

horizontal austariert. 

Die durch den Aufbau entstandenen Kapillarkräfte ziehen die DNA über Nacht aus dem Gel in die 

Membran. Nach Abbau des Blots werden die Geltaschen zur Orientierung auf dem Blot 

nachgezeichnet, der Blot in 2x SSC gespült und kurz angetrocknet. Mit Hilfe eines UV-

Stratalinkers kann die DNA zweimal durch Wahl des „autocrosslink“ Programms auf der Membran 

fixiert werden. 

 

Glasplatte
Trockene Papiertücher

3 trockene Blotting Papiere
3 Blotting Papiere (20x SSC)

Nylonmembran (20x SSC)
DNA-Gel (Oberseite n. unten)

Blotting Papier (20x SSC)

Reservoir (20x SSC)

Sigma-Katalog
Abbildung 4.1: 

Aufbau eines Kapillar-Blots für Southern Blot 

Analyse.
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4.2.2.3 Herstellung und Markierung der DNA-Sonde 

 

Die Sonden-DNA wird mit entsprechenden Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert, wobei eine 

ideale Sonde ca. 500 bp groß sein sollte. Nach Aufreinigung der DNA (siehe 4.2.5) muss die Sonde 

zur späteren Detektion auf dem Blot markiert werden. 

Unter Benutzung des „ECL™ direct acid labelling and detection systems“ der Fa. Amersham 

Pharmacia Biotech wird die Sonden-DNA mit positiv geladenen Peroxidasekomplexen inkubiert. 

Dazu denaturiert man 10 µl der DNA-Lösung (Konzentation: 10 ng/µl) durch 5-minütiges Erhitzen 

bei 100°C im Heizblock und anschließender 5-minütiger Abkühlung auf Eis. Die Probe wird kurz 

abzentrifugiert und mit 10 µl „DNA Labelling Reagent“ gemischt, wodurch sich die positiv 

geladene Peroxidase an die DNA anlagert. Die weitere Zugabe von 10 µl Glutaraldehyd-Lösung 

bindet die Peroxidase kovalent an die DNA. Nach einer 10-minütigen Inkubation bei 37°C sollte 

die Sonde sofort weiterverwendet werden. Alternativ kann sie in 50% Glyzerin bei -20°C 

eingefroren werden. Diese Menge an DNA-Sonde (100 ng DNA) ist ausreichend für 10 ml 

Hybridisierungs-Lösung. Die Rezepte des „DNA Labelling Reagents“ und der Glutaraldehyd-

Lösung werden vom Hersteller nicht angegeben. 

 

 

4.2.2.4 Hybridisierung 

 

Die Hybridisierungs-Prozedur kann man in drei Teile einteilen: Zuerst wird die Membran eine 

Stunde bei 42°C in vorgewärmter Hybridisierungs-Lösung im Schüttelwasserbad inkubiert. Die 

Reagenzien dieser Lösung sollen nicht-spezifische DNA-Bindungsstellen auf der Membran 

blockieren. Anschließend gibt man die frisch markierte DNA-Sonde in adäquater Menge (siehe 

4.2.2.3) - nicht direkt auf die Membran - zur Hybridisierungs-Lösung hinzu und inkubiert die 

Membran darin bei 42°C über Nacht im Schüttelwasserbad. 

Am Ende der Hybridisierungs-Prozedur werden unspezifisch gebundene DNA-Sonden entfernt, 

indem einige Waschschritte in stringenten Waschpuffern angeschlossen werden. Dabei sollten alle 

Waschschritte bei 42°C erfolgen, da ansonsten die Enzymaktivität der DNA-Markierung 

verlorengeht. 

Aus diesem Grund enthält der Hybridisierungspuffer zur Erniedrigung der 

Hybridisierungstemperatur 6 M Harnstoff. Die Membran wird zweimal für 20 min mit 

Waschpuffer 1 und danach zweimal für 20 min in Waschpuffer 2 gewaschen. Die Rezepte für das 

„Blocking Agent“ und den „Gold hybridization buffer“ werden vom Hersteller nicht angegeben. 

 

Hybridisierungs-Lösung:   0,5 M NaCl 

5 %(w/v) „Blocking Agent“ 
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      in „Gold hybridization buffer“, 2 h rühren 

Waschpuffer 1:     6 M Harnstoff 

      0,4 %(w/v) SDS 

      0,5 x SSC 

 

Waschpuffer 2:     2 x SSC 

 

 

4.2.2.5 Detektion der markierten Sonde 

 

Zur Detektion der spezifisch auf dem Blot gebundenen, Peroxidase-markierten DNA-Sonde wird 

der Blot direkt nach dem Waschen in einer Detektionslösung inkubiert. Diese enthält 

Wasserstoffperoxid als Substrat für die Peroxidase und Luminol, welches nach Oxidation blaues 

Licht produziert. Dieses kann nach Auflegen eines Röntgenfilms auf der Membran sichtbar 

gemacht werden. 

 

Detektionslösung:    1 VT „ECL detection reagent 1“ 

      1 VT  „ECL detection reagent 2“ 

 

 

4.2.3 Reverse Transkritptions-PCR 

 

4.2.3.1 Präparation von RNA 

 

Zur Präparation von bakterieller Gesamt-RNA eignet sich der „E.Z.N.A. Bacterial RNA Kit“. 

Listerien werden aus einer Übernachtkultur 1:100 in BHI-Medium verdünnt und bis 180 KE 

kultiviert. Anschließend zentrifugiert man 10 ml dieser Kultur bei 4°C und 6000 g ab, wäscht sie in 

kaltem PBS nimmt die Bakterien in 200 µl BRL-Puffer und 1 ml TRK-Lysepuffer (+ 20 µl β-

Mercaptoethanol), beide aus dem „E.Z.N.A. Bacterial RNA Kit“, auf. Die Suspension überführt 

man in ein Schreddergefäß, in dem sich Glaskügelchen befinden. Nach Fixierung des Gefäßes in 

einem Schreddergerät wird mit den Einstellungen „speed=6,5, time=45 sec“ 3-4-mal geschreddert. 

Die geknackten Bakterien können anschließend bei 4°C und 10000 g abzentrifugiert werden; 

danach befindet sich die RNA im Überstand. Je 450 µl des Überstandes wird mit 0,83 VT Ethanol 

gemischt und über eine Säule mit Silikamembran für 30 s bei 10000 g zentrifugiert. Anschließend 

gibt man nacheinander 700 µl Waschpuffer I und zweimal 700 µl Waschpuffer II auf die Membran 
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und zentrifugiert für 30 s bei 10000 g. Nachdem die Säule trockenzentrifugiert wurde, wird die 

RNA mit 50 µl DEPC-H20 eluiert. 

 

DEPC-H2O:     0,01 % DEPC in H2Odeion.,  

Inkubation über Nacht bei 37°C,  

20 min bei 121°C (Autoklav)  

 

 

4.2.3.2. DNase-Behandlung von RNA 

 

Für eine reverse Transkription muss die RNA frei von DNA sein, weil die Reverse Transkriptase 

auch DNA als Matrize verwenden kann. Zur DNase-Behandlung kann der „DNA-freeTM Kit“ der 

Fa. Ambion nach Angaben des Herstellers verwendet werden. Die RNA wird mit 1/10 des 

Endvolumens mit 10fach DNase I- Puffer, 1-2 µl DNase I (2 Einheiten/ µl) und DEPC-H2O 

gemischt und 0,5-1 Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend erreicht man durch die Zugabe von 

1/10 VT oder 5 µl „DNase Inactivation Reagent“ für 2 min bei RT und nachfolgender 

Abzentrifugation (2 min bei 10000 g) eine Entfernung der Enzyme aus dem Reaktionsansatz. Die 

so gereinigte RNA kann nach einer negativen Kontroll-PCR (Kontrolle auf Anwesenheit von 

DNA) für eine reverse Transkription verwendet werden. 

 

 

4.2.3.3 Reverse Transkription und cDNA-PCR 

 

M-MulV-Reverse Transkriptase ist ein Produkt des pol-Gens des Moloney murine leukemia virus 

und weist eine RNA-abhängige DNA-Polymeraseaktivität, eine DNA-abhängige DNA-

Polymeraseaktivität und eine RNaseH-Aktivität auf, die den RNA-Anteil des RNA-DNA-Hybrids 

abbaut. Durch Zugabe eines RNase-Inhibitors wird diese Aktivität jedoch gehemmt.  

1-5 µg der DNA-freien RNA und 300 ng eines oder mehrerer 3´-Oligonukleotide werden in 35 µl 

DEPC-H2O verdünnt, 5 min bei 65°C zur Denaturierung der RNA inkubiert und 10 min bei RT 

abgekühlt. Mit Hilfe der M-MulV-RT ,des „1st strand buffers“ und des „RNA-Guards“ aus dem 

„ProStarTM First Strand RT-PCR-Kits“ der Fa. Stratagene wird ein Reaktionsgemisch hergestellt, 

welches man eine Stunde bei 37°C inkubieren lässt. In diesem Ansatz befindet sich dann die 

cDNA, von der man zur Bestimmung ihrer relativen Konzentration eine Verdünnungsreihe 

herstellt. Diese Verdünnungsreihe kann als Matrize in einer Standard-PCR mit einem spezifischen 

5´-Oligonukleotid und dem in der Reversen Transkription eingesetzten 3´-Oligonukleotid einsetzen 

werden. 
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Reverse Transkription-Reaktionsgemisch: 32 µl RNA (1-5 µg) in DEPC-H2O 

      3 µl 3´-Oligonukleotid (100 ng/µl) 

      5 µl „1st strand buffer“ 

      5 µl 0,1 M DTT 

      3,75 µl 20 mM dNTP-Mix 

      1 µl „RNA-Guard“ 

      1 µl M-MulV-Reverse Transkriptase 

 

 

4.2.4 Konstruktion von Listeria Deletionsmutanten 

 

Mit Hilfe der Deletionsmutagenese können isogene Mutanten aus einem Listeria-Stamm hergestellt 

werden. Die Deletion eines gewählten Bereichs auf dem Chromosom kann dabei zielgerichtet 

erfolgen, solange die DNA-Sequenzen der Randbereiche der zu deletierenden Region bekannt sind. 

Das Schema der Deletionsmutagenese ist in Abbildung 4.2 dargestellt. 

Nachdem man die zu deletierende Region auf dem Chromosom festgelegt hat, werden zwei 

Fragmente (a und b) von jeweils ca. 500 Basenpaaren definiert. Diese Fragmente liegen dabei 

direkt stromaufwärts bzw. stromabwärts von der zu deletierenden Region. Vor den Startpunkt und 

hinter das Ende der zu deletierenden Region wird eine PspAI-Schnittstelle geplant, welche 

gleichzeitig das Ende von Fragment a und den Anfang von Fragment b markiert. 

Mittels PCR werden zunächst die Fragmente a und b mit Hilfe von Pfu-DNA Polymerase und mit 

chromosomaler DNA von Listeria als Matrize amplifiziert und gereinigt. Dabei wird über 

geeignete Oligonukleotide die Schnittstelle BamHI an das 5`-Ende und die Schnittstelle PspAI an 

das 3´-Ende des Fragmentes a eingeführt, während Fragment b mit einer PspAI-Schnittstelle am 5´-

Ende und EcoRI am 3´-Ende versehen wird. Beide Fragmente werden nach der Restriktion mit 

PspAI und einer nachfolgenden Reinigung über ein Agarose-Gel in möglichst isomolarer 

Konzentration durch eine T4-DNA-Ligase miteinander ligiert. Das dadurch entstandene Fragment 

a+b wird nochmals durch eine PCR mit Hilfe des 5´- Oligonukleotids von Fragment a, des 3´- 

Oligonukleotids von Fragment b und einer Pfu-DNA Polymerase zur weiteren Klonierung 

vervielfältigt und wiederum über ein Agarose-Gel gereinigt. Anschließend spaltet man sowohl das 

Mutagenese-Ausgangsplasmid pLSV1 als auch das Fragment a+b mit den Restriktionsenzymen 

EcoRI und BamHI, reinigt die DNA-Fragmente und ligiert sie miteinander mit Hilfe von T4-DNA-

Ligase. Der Ligatiosansatz kann dann mittels Elektrotransformation in den Klonierungswirt E. coli 

DH10b transformiert werden. Sollte die Klonierung wie beschrieben nicht funktioniert haben, kann 

auch der Umweg über eine Klonierung des Fragmentes a+b in pUC18 mit nachfolgender 

Subklonierung in pLSV1 gegangen werden. 
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Das neue Mutagenese-Plasmid pLSVa+b wird daraufhin in den Listeria-Ausgangsstamm für die 

Deletionsmutagenese transformiert. Dabei ist darauf zu achten, dass pLSV einen Temperatur-

sensitiven Replikationsursprung für Gram-positive Bakterien besitzt. Das hat zur Folge, dass dieses 

Plasmid bei 30°C in Listeria repliziert wird, während bei 43°C der für Listeria entscheidende 

Replikationsursprung des Plasmides nicht mehr funktioniert. Der zweite, von pBR322 

abstammende Replikationsursprung kann nur von Gram-negativen Bakterien wie E. coli genutzt 

werden. Praktisch bedeutet das, dass pLSVa+b nach der Transformation in Listeria zunächst bei 

30°C auf einer BHI-Agarplatte mit 5 µg/ml Erythromycin kultiviert werden muss. Ein positiv 

transformierter Klon sollte zusätzlich mittels Taq-PCR und den Oligonukleotiden 2 und 3 (Abb. 

4.2) auf Anwesenheit eines kurzen PCR-Produktes überprüft werden. 

Wird der mit pLSVa+b transformierte Listeria-Klon über Nacht bei 30°C in BHI-Medium mit 

Erythromycin kultiviert, so kommt es zu einzelnen homologen Rekombinationsereignissen, da 

sowohl das Fragment a als auch das Fragment b homolog zu den Originalfragmenten auf dem 

Chromosom sind. Dabei wird pLSVa+b entweder über Fragment a oder über Fragment b in das 

Chromosom integriert. 

Diese Ereignisse lassen sich dadurch selektionieren, indem man aus der bei 30°C gezogenen 

Listerien-Kultur eine Verdünnungsreihe herstellt, von dieser jeweils 100 µl auf eine BHI-

Agarplatte mit Erythromycin ausplattiert und die Platten ein bis drei Tage bei 43°C inkubieren 

lässt. Listerien mit nicht integrierten Plasmiden können bei dieser Temperatur auf Erythromycin 

nicht wachsen, wohl aber solche, welche das integrierte Plasmid und somit auch den Erythromycin-

Resistenzmarker über den chromosomalen Replikationsursprung replizieren können.  

Es hat sich durch Erfahrung bewährt, Integrationsmutanten auszuwählen, welche das Mutagenese-

Plasmid über Fragment a integriert haben. Ausgehend von diesen Mutanten konnten oftmals 

schneller Deletionsmutanten isoliert werden als von solchen, welche das Plasmid über Fragment b 

inseriert hatten. Man kann diese Integrationsmutanten einfach von den anderen oder völlig falschen 

Klonen dadurch unterscheiden, indem man folgende PCR durchführt: Von den bei 43°C 

gewachsenen Klonen wird ein Schnell-Lysat hergestellt. Jedes dieser Lysate dient als Matrize 

sowohl für eine PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden 1 und 3 als auch für eine PCR-Reaktion 

mit den Oligonukleotiden 2 und 4, wobei immer genomische DNA des Ausgangsstammes als 

Kontrolle mitgeführt wird. Den richtigen Klon erkennt man an einem im Vergleich zum 

Ausgangsstamm verkürzten PCR-Produkt der Oligonukleotide 1 und 3, während das Produkt der 

Oligonukleotide 2 und 4 gleich groß wie das des Ausgangsstammes sein sollte.  

Dieser Klon wird nun bei 30°C 10- bis 30-mal in BHI-Medium ohne Antibiotikum in 1:100-

Verdünnungsschritten passagiert. Zwischendurch wird immer wieder durch gleichzeitiges 

Ausplattieren einer (-6)-Verdünnung der Passage auf eine Platte mit und ohne Erythromycin 

kontrolliert, wieviele Bakterien die Resistenz und somit das Plasmid durch eine zweite homologe 

Rekombination verloren haben. Nachdem 80-90% der Bakterien Erythromycin-sensitiv geworden 



54 Methoden

sind, werden einige BHI-Agarplatten angelegt, auf denen sich einzelne Listerienklone befinden. 

Dann überführt man eine Reihe von Klonen zunächst auf eine BHI-Agarplatte und parallel dazu auf 

eine Platte mit Erythromycin. Dabei werden nur Erythromycin-sensitive Klone zur weiteren Suche 

nach Deletionsmutanten ausgewählt. 

Sollte die zweite homologe Rekombination über das Fragment b erfolgt sein, so wäre die zu 

deletierende Region erfolgreich aus dem Chromosom entfernt. Eine zweite Rekombination über 

Fragment a hätte zur Folge, dass das Plasmid aus dem Chromosom herausspringt, ohne eine 

Deletion herbeizuführen. 

Daher müssen die selektierten Erythromycin-sensitiven Klone letztendlich mittels PCR auf eine 

erfolgreiche Deletion hin getestet werden. Von diesen Klonen wird ein Schnell-Lysat als Matrize 

hergestellt und mit den Oligonukleotiden 1 und 4 ein PCR-Produkt erzeugt. Ist dieses Produkt – 

verglichen mit dem Produkt vom Ausgangsstamm - um die Größe der zu deletierenden Region 

verkürzt, so war die Deletionsmutagenese erfolgreich. 

Wird ein Gen wie iap aus dem Chromosom deletiert oder wieder eingefügt, so kann man eine 

einfachere, alternative Testmethode zur Identifizierung von positiven Klonen benutzen. Da ein 

Antikörper existiert, welcher das Genprodukt p60 des Genes iap erkennt, können iap-negative oder 

iap-positive Mutanten mit Hilfe eines Kolonie-Immunoblots (siehe 4.5.3) viel schneller identifiziert 

werden. 

 

BamHI

PspAI
EcoRI

a b

pLSVa+b
EmR

oriTS
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a b

a b
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a b

Integriertes Mutagenese-Plasmid

2. Homologe Rekombination

1. Homologe Rekombination
(über Fragment a)

a a b
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Abbildung 4.2: Schema einer 

Deletionsmutagenese zur Her-

stellung von Listeria-Deletions-

mutanten. Die nummerierten 

Pfeile kennzeichnen die Lage der 

Oligonukleotide 1 bis 4. A: An-

ordnung der Frag-mente im 

Chromosom des Ausgangsstam-

mes bzw. auf dem Mutagene-

seplasmid pLSVa+b. B: Geneti-

sche Anordnung nach Integration 

des Mutageneseplasmides durch 

die erste homologe Rekombination 

über Fragment a. C: Nach der 

zweiten homologen Rekombina-

tion über Fragment b ist die zu 

deletierende Region aus dem 

Chromosom entfernt. 
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4.2.5 Rekombinante PCR-Technik 

 

Zur Verknüpfung zweier Sequenzen ohne die Einführung einer Restriktions-Schnittstelle eignet 

sich die Methode der rekombinanten PCR (Higuchi, 1990). Dabei werden vier Oligonukleotide 

benötigt, wobei sich die Oligonukleotide B und C in 16 Basenpaaren überlappen müssen (Abb 4.3). 

In zwei getrennten Ansätzen wird je eine PCR mit den Oligonukleotiden A und B bzw. C und D 

durchgeführt, wobei als DNA Polymerase eine „Proofreading“-Polymerase verwendet wird. Die 

erhaltenen Fragmente werden aufgereinigt, gemischt und eine zweite PCR ohne zusätzliche 

Oligonukleotide durchgeführt. Bei dieser PCR-Reaktion, bestehend aus nur 20 Zyklen, sollte man, 

abweichend von üblichen PCR-Temperaturen, eine Anlagerungstemperatur von etwa 48°C 

benutzen. Dabei kommt es zu einer Anlagerung der PCR-Fragmente im Bereich der überlappenden 

DNA-Bereiche und schließlich zu einer 3‘-Verlängerung (3‘-Extension) der Einzelstränge. Durch 

die Zugabe der Oligonukleotide A und D sowie einer „Proofreading“-Polymerase zu den erhaltenen 

PCR-Produkten erreicht man in einer dritten PCR-Reaktion die Vervielfältigung des gewünschte 

PCR-Fragmentes. Die fertigen Fragmente werden nach einer Agarose-Gel-Elektrophorese 

ausgeschnitten und aus dem Gel eluiert. 
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Abbildung 4.3: Schema einer rekombinanten 

PCR mit drei einzelnen PCR-Reaktionen. A-

D repräsentieren Oligonukleotide, wobei B 

und C komplementär zueinander sind. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 Methoden

4.3 Proteinanalytische Methoden 
 

4.3.1 Präparation bakterieller Proteine für SDS-PAGE 

 

Listeria- und E. coli-Stämme werden in entsprechenden Medien bis zur gewünschten 

Wachstumsphase kultiviert. Will man die zellulären Proteine präparieren, so muss man nach 

Abzentrifugation der Bakterien bei 6000 g und 4°C das Pellet einmal in kaltem PBS waschen und 

wieder abzentrifugieren. Anschließend wird das Pellet in 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert, 10 

min (E. coli) bzw. 20 min (Listeria) bei 110°C im Heizlock erhitzt und bei -20°C bis zur 

Elektrophorese gelagert. E. coli Zellen lassen sich mit dieser Methode besser aufschließen als 

Listeria Zellen, daher werden E. coli Zellen auf die Hälfte des Kulturvolumens in 2x SDS-

Probenpuffer ankonzentriert, während Listeria Zellen in 1/10 des Kulturvolumens aufgenommen 

werden. 

Überstandsproteine werden dadurch gewonnen, dass man nach der ersten Zentrifugation den 

Kulturüberstand abnimmt und durch die Zugabe von 10 % (v/v) Trichloressigsäure 

(Endkonzentration) auf Eis für eine Stunde fällt. Größere Mengen an gefällten Überstandsproteinen 

werden 30 min bei 6000 g abzentrifugiert, während kleinere Mengen besser bei 10000 g abgetrennt 

werden sollten. Der Überstand wird verworfen und die Proteine mit kaltem Aceton gewaschen und 

in Aceton in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Auf Eis gestellt, lässt man dort das Aceton kurz 

verdampfen und resuspendiert das Proteinpellet in einem 1/100 Überstandsvolumen 2x SDS-

Probenpuffer. Die Probe wird abschließend bei 110°C im Heizblock für 5 min gekocht und bei -

20°C gelagert. 

 

2x SDS-Probenpuffer:   100 mM Tris-HCl, pH 6,8 

      20 %(v/v) Glyzerin 

      10 %(w/v) β-Mercaptoethanol 

      4 %(w/v) SDS 

      0,005 %(w/v) Bromphenolblau 

 

Trichloressigsäure (100%):   1000 g Trichloressigsäure (Pulver) 

      454 ml H2Odeion.   
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4.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

 

SDS-PAGE trennt Proteine nach ihrem Molekulargewicht auf, wobei die aggregierten Proteine in 

ihre einzelnen Polypeptid-Untereinheiten zerlegt werden. Dazu wird das stark anionische 

Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) in Kombination mit Hitze und oft noch zusätzlich 

reduzierenden Agenzien verwendet. Die durch die Hitze denaturierten Polypeptide binden das SDS 

und werden so negativ geladen. Dabei ist die Menge an gebundenem SDS immer proportional zu 

dem Molelulargewicht des Polypeptides und unabhängig von dessen Sequenz. Die SDS-

Polypeptid-Komplexe wandern durch das Polyacrylamidgel, wobei die Geschwindigkeit von der 

Größe des Polypeptids abhängt. Unter Verwendung von Markern mit bekanntem Molekulargewicht 

kann man auf das Molekulargewicht der aufgetrennten Polypeptide schließen; besonders bei 

prokaryotischen Proteinen kann man mit guter Annäherung das Molekulargewicht schätzen, weil 

diese kaum glykosyliert werden.  

Als Polyacrylamid-Gele werden Tris-Glyzin-Gele nach dem Lämmli-Puffersystem benutzt 

(Lämmli, 1970), welche aus einem homogenen 10-15%igen Laufgel und einem 4%igen 

Sammelgel, in dem der die Sammeltaschen ausbildende Gelkamm steckt, zusammengesetzt sind. 

Zwischen zwei fettfreien Glasplatten werden an den Längsseiten 0,75 mm Abstandshalter 

eingesetzt und zusätzlich muss an den Seiten und an der Unterseite der Platten ein Plastikschlauch 

als Dichtung verwendet werden, welcher mit Klammern fixiert wird. Sofort nach Zugabe von APS 

und TEMED wird das Trenngel zwischen die Platten gegossen und mit etwas n-Butanol 

überschichtet. Nach Polymerisierung muss zuerst das n-Butanol abgegossen werden, damit das 

Sammelgel bis zum oberen Glasrand eingefüllt werden kann. Der Kamm, der die gleiche Stärke 

wie die Abstandshalter besitzen sollte, wird in das Sammelgel gesteckt und erst nach der 

Polymerisierung wieder entfernt.  

Vor dem Auftragen der Proben wird das fertige Gel in eine vertikale Elektrophoresekammer 

eingespannt und die Reservoire luftblasenfrei mit 1x Laufpuffer aufgefüllt. Nachdem man die 

Taschen ausgespült hat, werden der Marker und die Proben aufgetragen. Dabei eignen sich ca. 15-

20 µl der in 4.3.1 beschriebenen Präparationen. Anschließend läßt man die Gele bei ca. 200 Volt 

laufen. 

 

 10 %-iges 
Trenngel 

12,5 %-iges 
Trenngel 

15 %-iges 
Trenngel 

4 %-iges 
Sammelgel 

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 13,3 ml 16 ml 20,4 ml 2,6 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 10 ml 10 ml 10 ml - 
1,5 M Tris-HCl, pH 6,8 - - - 5 ml 
10 % (w/v) SDS 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,2 ml 
H2Odeion. 16 ml 13,4 ml 9,3 ml 12,2 ml 
10% (w/v) APS 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,1 ml 
TEMED 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml 
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10x Laufpuffer:     1,92 M Glyzin 

      0,25 M Tris 

      1 %(w/v) SDS 

 

Marker:                                                     „SDS PAGE Molecular Weight Standards,Broad range” 

 

 

4.3.3 Färbung eines SDS-Polyacrylamid-Gels mit Coomassie Blau 

 

Nach einer SDS-PAGE kann man die aufgetrennten Polypeptide mit einer Lösung gleichzeitig 

fixieren und färben, die ein Methanol/Eisessig-Gemisch und die Farbstoffe Coomassie Blue R 250 

und Coomassie Blue G 250 enthält (Bennet und Scott, 1971). In dieser Lösung läßt man das Gel 

30-60 min auf einem Schüttler färben. Anschließend entfernt man die überschüssige Farbe mit 

Entfärber-Lösung I, bis die ersten Proteinbanden zu sehen sind, gefolgt von einer vollständigen 

Entfärbung des Geles mit Entfärber-Lösung II. Danach kann das Gel fotografiert werden. 

 

Coomassie-Lösung:    0,2 %(w/v) Coomassie Blue R250 

      0,05 %(w/v) Coomassie Blue G250 

      42,5 %(v/v) Ethanol 

      5 %(v/v) Methanol 

      10 %(v/v) Eisessig 

      42,5 %(v/v) H2Odeion. 

 

Entfärber I:     10 %(v/v) Eisessig 

      50 %(v/v) Methanol 

      40 %(v/v) H2Odeion. 

 

Entfärber II:     7,5 %(v/v) Eisessig 

      5 %(v/v) Methanol 

      87,5 %(v/v) H2Odeion. 

 

 

4.3.4 Western Blot Analyse 

 

Bei der Western Blot Analyse (Tobwin et al.,1979; Burnette, 1981) transferiert man 

elektrophoretisch aufgetrennte Proteine von einem Gel auf einen festen Träger und untersucht diese 
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mit Hilfe von Reagenzien, die spezifisch für eine bestimmte Aminosäuresequenz sind. 

Normalerweise verwendet man dazu Antiseren, die antigene Epitope auf dem zu untersuchenden 

Protein erkennen.  

Zum Transfer der Proteine plaziert man zwei auf Gelgröße zurechtgeschnittene, in Anodenpuffer I 

getränkte Blotting Papiere auf die Grafitplatte (Anode) einer „SemiDry Blot“ Kammer; darauf 

kommt ein weiteres Blotting Papier, welches vorher in Anodenpuffer II getaucht worden ist. Ein 

Stück Nitrozellulosemembran wird mit H20deion. befeuchtet und ebenfalls auf die Papiere gelegt. 

Das fertig gelaufene SDS-Polyacrylamid-Gel wird kurz mit H20deion. gespült und luftblasenfrei auf 

die Membran plaziert. Dabei wird die Position der einzelnen Markerbanden eines vorgefärbtes 

Markers auf der Membran mit einer Kanüle markiert. Den Blot schließen drei in Kathodenpuffer 

getauchte Blotting Papiere ab, welche zuletzt mit der zweiten Grafitplatte (Kathode) abgedeckt 

werden. Nach Anschluss der Kammer an ein Netzgerät erfolgt der Transfer bei 0,89 mA/cm² 

Membranfläche; Proteine um die 60 kDa werden für ca. 75 min geblottet. Nach Abschluss des 

Transfers entnimmt man die Nitrozellulosemembran der Apparatur und beginnt mit der 

Immunfärbung.  

Der erste Schritt der Immunfärbung ist eine Inkubation der Membran mit einem primären 

Antiserum, welches gegen das zu detektierende Protein gerichtet ist. Danach wird ein Peroxidase-

gekoppelter Zweitantikörper zugegeben, welchen man zur Visualisierung mit Chloronaphtol oder 

einer ECL-Detektionslösung (siehe 4.2.2.5) sichtbar machen kann. Vor allen Schritten sollte man 

noch zur Elimination von unspezifischen Reaktionen Blockierungsschritte einfügen. 

Praktisch geht man folgendermaßen vor, dass man die Membran 30 min in Blockierungslösung 

inkubiert und anschließend einmal kurz in Waschlösung I, einmal kurz in Waschlösung II und 

einmal kurz in PBS wäscht. Danach folgt die Inkubation der Membran bei 4°C über Nacht oder bei 

RT für zwei Stunden mit verdünntem Antiserum. Nach einem analogen Waschschritt wird die 

Membran mit dem Peroxidase-markierten Zweitantikörper für eine Stunde bei RT inkubiert.  

Der Western Blot kann mit verschiedenen Methoden entwickelt werden. Zum einen kann eine 

Mischung von Wasserstoffperoxid und 4-Chloronaphtol verwendet werden, wobei das 

Chloronaphtol nach der Oxidation eine blaue Farbreaktion macht. Zum anderen kann man 

besonders zur Visualisierung einer sehr geringen Proteinmenge das „ECLTM Western Blotting 

detection reagent“ benutzen. Dieses enthält neben Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel für die 

Peroxidase den Chemoluminiszenz-Farbstoff Luminol, welcher nach der Oxidation blaues Licht 

erzeugt. Dieses kann nach Auflegen eines Röntgenfilms auf der Membran sichtbar gemacht 

werden. 

 

Marker:     “Prestained Precision Protein Standards, 

Broad range” 
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Anodenpuffer I:    300 mM Tris 

      20 %(v/v) Methanol 

 

Anodenpuffer II:    25 mM Tris 

      20 %(v/v) Methanol 

 

Kathodenpuffer:    25 mM Tris 

      40 mM ε –Aminocapronsäure 

 

10x PBS:     1,37 M NaCl  

      26,8 mM KCl  

      81,7 mM Na2HPO4 

      14,7 mM KH2PO4 , pH 7,0 

 

Blockierungslösung:    5 %(w/v) Magermilchpulver in 1x PBS 

 

Waschlösung I     1 %(w/v) Magermilchpulver in 1x PBS 

 

Waschlösung II:    1 %(w/v) Magermilchpulver in 1x PBS 

      0,05 %(v/v) Tween 20 

 

Farbentwickler:     47 ml 1x PBS 

      3 ml 0,3% 4-Chloronaphtol in Methanol 

      60 µl Wasserstoffperoxid 

 

ECL-Detektionslösung:   1 VT „Western blotting detection reagent 1“ 

     1 VT  „Western blotting detection reagent 2“ 

 

 

4.3.5 Kolonie-Immunoblot 

 

Mit Hilfe des Kolonie-Immunoblots (Lo und Cameron, 1986) ist die Identifizierung von Klonen, 

die ein gesuchtes Protein auf eine Membran sekretieren, durch Antikörper-Reaktionen möglich. 

Ein Nitrocellulose-Rundfilter wird auf eine Agarplatte aufgelegt. Nun verteilt man die 

Bakteriensuspension mit den zu testenden Kolonien in geeigneter Verdünnung direkt auf der 

Nitrocellulosemembran mit Hilfe von Glaskügelchen, wobei das Volumen der Bakterien-

suspension 500 µl pro Filter nicht überschreiten sollte. Man läßt den Nitrocellulosefilter kurz 
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antrocknen, bevor man eine Positiv- und Negativkontrolle in der Mitte des Filters ausstreicht. Die 

Inkubation erfolgt bei 37°C über Nacht. 

Am nächsten Tag werden die Kolonien auf dem Filter auf einen neuen Nitrocellulosefilter 

replikaplattiert. Der zweite Rundfilter wird anschließend auf eine frische Agarplatte gelegt und bei 

37°C inkubiert. Durch eine Positionsmarkierung auf beiden Filtern ist die Identifizierung einzelner 

Klone nach der Durchführung des Blots möglich. 

Der Originalfilter wird nun zweimal für je 15 min in Lysispuffer bei 37°C in einer Petrischale 

geschüttelt. Im Anschluß daran wäscht man ihn dreimal für je 5 min mit PBS, tupft die 

Koloniereste vorsichtig ab und trocknet den Filter. Die weitere Immunfärbung ist in Kapitel 4.3.4 

beschrieben. Durch einen Vergleich der Kolonien nach Entwicklung des Kolonie-Immunoblots mit 

denen auf der Replikaplatte lassen sich positive und negative Klone identifizieren. 

 

Lysispuffer:     50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

      150 mM NaCl 

      5 mM MgCl2 

      0.75 %(w/v) BSA 

      400 µg/ml Lysozym 

 

 

4.4 Genexpression und Reinigung der Expressionsprodukte 
 

Die Expression eines gewünschten Proteins in E. coli ist mit Hilfe von Vektoren möglich, die sich 

in diesem Organismus replizieren können und Kontrollregionen zur induzierbaren Expression des 

Proteines tragen. Mit Hilfe der pQE-Vektoren der Fa. QIAGEN kann man ein Protein als His-tag-

Fusionsprotein exprimieren und dieses als lösliches oder unlösliches Expressionsprodukt von E. 

coli über eine Nickel-Chelat-Säule reinigen. Die gereinigten Expressionsproteine sind dann z.B. für 

Immunisierungszwecke oder nach Endotoxinreinigung in Proliferationstests einsetzbar. 

 

 

4.4.1 Genexpression im pQE30-Vektor 

 

Für eine Expression in kleinem Maßstab werden 5 ml Übernachtkultur eines positiv transformierten 

E.coli-Klons, dessen Plasmid das gewünschte Genfragment inseriert hat, in 2YT-Medium mit 

Ampicillin herangezogen. 1 ml dieser Übernachtkultur wird mit 5 ml frischem Selektionsmedium 

bei 37°C bis zu einer OD600 von 0,6-0,8 geschüttelt. Nach Entnahme von 1 ml der Kultur als 

Negativkontrolle und 1 ml zur OD600-Bestimmung induziert man die Expression durch Zugabe von 
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1 mM IPTG. Nach 3 Stunden bricht man die Expression ab. Dazu entnimmt man wieder 1 ml 

Kultur als Positivkontrolle und 1 ml zur OD600-Bestimmung.  

Wenn man das Expressionsprodukt anschließend aufreinigen will, muß man eine Expression in 

größerem Maßstab durchführen: Mit einer 5 ml-Übernachtkultur impft man 500 ml 2YT-Medium 

mit Ampicillin an und schüttelt über Nacht bei 37°C. Die 500 ml Kultur wird dann zu 5.000 ml 

2YT-Medium mit Ampicillin gegeben und ca. zwei bis drei Stunden auf eine OD600 von 0,6-0,8 

wachsen gelassen. Anschließend wird eine dreistündige Expression nach Zugabe von 1 mM IPTG 

induziert und die Zellen bei 6.000 g und 4°C abzentrifugiert, wonach sie eingefroren werden. Auch 

hier wird eine Negativ- und Positivkontrolle entnommen.  

Zur Beurteilung der Expressionsleistung der Bakterien in einer SDS-PAGE mit anschließender 

Coomassie Blau-Färbung (siehe 4.3.2 und 4.3.3) muß man immer eine Negativkontrolle und eine 

Positivkontrolle auftragen, um E. coli -kodierte Proteine subtrahieren zu können. Die vor und nach 

der Expression entnommenen Kulturproben werden bei 6.000 g und 4°C abzentrifugiert und in 2x 

SDS-Probenpuffer aufgenommen. Damit beide Proben vergleichbar sind, werden Zellen, welche 

aus 1 ml einer Kultur mit der Dichte OD600=1 gewonnen wurden, in 100 µl Probenpuffer 

aufgenommen. Anschließend wird die Probe ca. 10 Minuten bei 110°C gekocht, wodurch eine 

vollständige Lyse der Bakterienzellen garantiert wird.  

 

 

4.4.2 Präparation von löslichen Expressionsprodukten für die Affinitätschromatografie 

 

Der erste Schritt zur Aufarbeitung eines Expressionsproduktes für die Affinitätschromatografie ist 

die Resuspension des Zellpellets, welches aus einem 5-Liter Expressionsansatz gewonnen wurde. 

Dies gelingt am besten, wenn man das Pellet im gefrorenen Zustand bearbeitet. Es wird gewogen, 

in 5 ml Lysispuffer / g Pellet resuspendiert und nach Zugabe von 1 µl Benzonase / g Pellet und 1 

mg/ml Lysozym lange gerührt, bis die Präparation homogen ist. Zum Aufschluß der Zellen wird 

bei dieser großen Menge an Material die „French Press“ benutzt, wobei die Bakterien durch 

dreimaliges Passagieren bei 900 psi lysiert werden. Wenn man diesen Aufschluß 30 Minuten bei 

4°C und 10000 g abzentrifugiert, befindet sich das lösliche Fusionsprotein im Überstand, welches 

nun chromatografisch über eine Nickel-Chelat-Säule aufgereinigt werden kann. 

 

Lysispuffer:     50 mM NaH2PO4 

      300 mM NaCl 

      10 mM Imidazol, pH 8,0 

 

Benzonase:     25 U / µl   
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4.4.3 Reinigung eines Expressionsproduktes über Nickel-Chelat 

 

Bei der Reinigung von Expressionsprodukten über Nickel-Chelat-Säulen macht man sich die 

Affinität von Ni-NTA-Harz (Nickel-Nitrilotriacetat) für Proteine zunutze, die sechs hintereinander 

liegende Histidine besitzen (Hochuli, 1988). Diese Affinität ist weitaus größer als die zwischen den 

meisten Antigenen und Antikörpern, so daß andere E. coli -Proteine, welche unspezifisch an das 

Harz binden, unter relativ stringenten Bedingungen abgewaschen werden können. Die Nickelsäule, 

die mindestens ein 20 ml-Gelbett enthalten sollte, wird vor dem Lauf regeneriert. Zuerst wird das 

alte Nickel mit einem EDTA-Puffer heruntergewaschen, dann wird mit H2Odeion. nachgespült und 

die Säule über Nacht in 1M Natronlauge gelagert. Anschließend muß die Lauge wieder mit 

H2Odeion. bis auf pH 7 herausgespült werden, damit man sie wieder mit Nickel beladen kann. Dazu 

gibt man einfach eine Nickelsulfatlösung über die weiße Säule, bis sie wieder grün ist. Jetzt ist die 

Säule bereit, um die Expressionsprodukte chromatografisch aufzutrennen. Zuerst wird die Säule 

mit Elutionspuffer gewaschen, um alle Verunreinigungen, die mit diesem Puffer eluiert werden, 

von der Säule herunterzuholen. Anschließend gibt man den Überstand über die Säule, spült 

anschließend mit Waschpuffer nach, bis die OD260 auf Null gesunken ist und eluiert mit 

Elutionspuffer. Um das Imidazol zu entfernen, wird das Eluat 2-3mal bei 4°C gegen PBS dialysiert. 

 

EDTA-Puffer:     0,05 M EDTA 

      0,02 M NaH2PO4, pH 7,0 

 

Nickelsulfatlösung:    0,1 M Nickelsulfat 

 

Waschpuffer:     50 mM NaH2PO4 

      300 mM NaCl 

      20 mM Imidazol 

 

Elutionspuffer:     50 mM NaH2PO4 

      300 mM NaCl 

      250 mM Imidazol 

 

 

4.4.4 Endotoxin-Reinigung des Expressionsproduktes 

 

Zur in vitro Restimulation von Milzzellen mit spezifischem Antigen muss dieses vor Zugabe zu 

den Zellen von Endotoxinen wie Lipopolysacchariden (LPS) befreit werden. LPS wirkt als 
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Mitogen auf murine B-Zellen, so dass man eine spezifische Proliferation von Antigen-spezifischen 

T-Zellen mit einem LPS-Hintergrund nicht mehr eindeutig nachweisen kann. In E. coli exprimierte 

Proteine sind auch nach Affinitätschromatografie stark mit LPS verunreinigt. 

Zur Endotoxin-Reinigung eines proteinhaltigen Eluates wird dieses zweimal über eine 10 ml 

Detoxi-Gel™-Säule (Fa. Perbio) gegeben. Auf der Säule befindet sich immobilisiertes Polymyxin 

B, welches eine starke Affinität zu Endotoxinen aufweist. 

Vor der Endotoxin-Reinigung wird die Säule zuerst mit 50 ml 1 %iger Natriumdesoxcholat-Lösung 

in pyrogenfreiem Ampuwa-H2O von Endotoxinen gereinigt, anschließend spült man mit 50 ml 

Ampuwa-H2O nach und äquilibriert die Säule mit 1x PBS in Ampuwa-H2O. Nach zweimaligem 

Durchlauf der zu reinigenden Proteinlösung kann das Gel auf die gleiche Weise wieder regeneriert 

werden.  

 

 

4.5 Zweidimensionale Gel-Elektrophorese 
 

Die 2D-Gel-Elektrophorese wird zur Analyse von komplexen Proteinmischungen benutzt, welche 

man aus Zellen, Geweben oder, wie hier beschrieben, aus Bakterien gewinnen kann. Diese Technik 

sortiert Proteine in Abhängigkeit von zwei unterschiedlichen Eigenschaften in zwei Schritten: In 

der ersten Dimension werden Proteine durch eine isoelektrische Fokussierung (IEF) nach ihrem 

jeweiligen isoelektrischen Punkt separiert und in der zweiten Dimension mittels SDS-PAGE weiter 

nach ihrer jeweiligen molekularen Größe getrennt. Jeder „Spot“ aus dem so erhaltenen 

zweidimensionalen Gel repräsentiert dabei ein einzelnes Protein, welches man anschließend aus 

dem Gel extrahieren und mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifizieren kann. 

 

 

4.5.1 Proteinextraktion von Listeria-Gesamtproteinen 

 

Aus einer Listeria-Übernachtkultur werden 25 ml BHI-Medium mit 250 µl des entsprechenden 

Listeria- Stammes angeimpft und bis OD600 = 1,0 kultiviert. Durch Zugabe von 20 µg/ml 

Chloramphenicol und weiterem Schütteln für 5 min kann die Proteinexpression der Bakterien 

gestoppt werden. Nach Abzentrifugation und zweimaligem Waschen mit 5 ml PBS + 20 µg/ml 

Chloramphenicol wird das Pellet in 980 µl Tris-Puffer und 20 µl Protease-Inhibitor-Mix 

resupendiert.  

Hat man die Bakterien durch anschließendes Schreddern (6x 30 s auf Stufe 6,5 mit einminütigen 

Pausen) auf Eis aufgeschlossen, so können die Nukleinsäuren durch eine 15-minütige Inkubation 

mit 5µl DNase/RNase-Mix abgebaut werden. Der Überstand des Aufschlusses, den man durch eine 

10-minütige Zentrifugation bei 4°C und 10000 g gewinnt, wird durch Zugabe von 1/12 VT 



Methoden 65

Trichloressigsäure für 1 h auf Eis gefällt. Eine anschließende Zentrifugation für 30 min bei 4°C 

und 10000 g pelletiert die gefällten Proteine. Nachdem man das Pellet zweimal mit kaltem Aceton 

gewaschen hat, wird es kurzzeitig getrocknet und in 150 µl Harnstoffpuffer + 15 µl CHAPS-

Lösung resuspendiert. Zur vollständigen Lösung der Proteine inkubiert man die Protein-Probe 

mindestens 2 h bei 30°C und durch eine letzte Zentrifugation (2 min bei 10000 g) sollte man den 

Proteinextrakt von nicht löslichen bakteriellen Zellwand-Bestandteilen abgetrennen. 

 

Tris-Puffer:     10 mM Tris-Cl 

      5 mM MgCl2 x 6 H2O 

        in H2Odeion. , pH 7,2 

 

Protease-Inhibitor-Mix:    1 VT Pepstatin (2 mg/ ml) 

      1 VT Leupeptin (2 mg/ ml) 

      1 VT Pefabloc SC (AEBSF) 

 

DNase/Rnase-Mix     1 VT Benzonase (25 U / µl) 

      1 VT RNase (10 U / µl) 

 

Harnstoffpuffer:    7 M Harnstoff 

      2 M Thioharnstoff 

      70 mM DTT 

      2 % IPG-Puffer ( pI 3-10 oder pI 4-7) 

        in H2Odeion. , Lagerung bei 4°C 

 

CHAPS-Lösung:    400 mg/ml CHAPS, Lagerung bei 4°C 

 

 

4.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration  

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben für die 2D-Elektrophorese erfolgt mit dem 

„Protein assay“ der Fa. Bio-Rad nach Angaben des Herstellers. Für eine Kalibrierungsgerade 

werden 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 12 µl einer BSA-Lösung der Konzentration 1µg/µl auf ein 

Gesamtvolumen von 800 µl mit H2Odeion. verdünnt. Je 1 µl der Probenlösung wird analog mit 

H2Odeion. verdünnt. Nach Zugabe von 200 µl Farbstoff-Konzentrat aus dem „Protein assay“ und 

einer Inkubationszeit von 5 min bis 1 h wird die optische Dichte bei 595 nm gegen den Nullwert 

gemessen. Der BSA-Kalibrierungsgerade entnimmt man anschließend die Konzentration der 

Proteinprobe. 



66 Methoden

4.5.3 Auftrennung der Proteine in der ersten Dimension 

 

In der ersten Dimension erfolgt die Auftrennung des Proteingemisches durch eine isoelektrische 

Fokussierung. Dabei wandern die Proteine in einem immobilisierten pH-Gradienten abhängig von 

ihrem jeweiligen isoelektrischen Punkt, wobei dieser den spezifischen pH darstellt, bei dem die 

Nettoladung des Proteins null ist. Bei Anwendung des Multiphor II Systems der Fa. Amersham 

Pharmacia Biotech werden „IPG-Strips“ verwendet, welche einen definierten pH-Gradienten 

besitzen. 

Zuerst wird der jeweilige IPG-Strip luftblasenfrei auf 350 µl Rehydrierungslösung in einem „Strip 

holder“ positioniert und mit „Cover fluid“ überdeckt. Hat man die Strips für 16 h bei 0 Volt in 

einer IPGphor-Einheit rehydriert, werden am Ende der Rehydrierungszeit mit H2Odeion.-vorbenetzte 

Filterstücke (ca. 0,5 x 0,5 cm) zwischen dem Strip und den beiden Elektroden positioniert, um 

überschüssige Salze aufzufangen. Anschließend werden die Proteine nach folgendem Protokoll für 

insgesamt 175.000 Voltstunden fokussiert:  

     

Rehydrierung  16 h  0 Volt 

Segment 1  1 h  500 Volt 

Segment 2  1 h  1000 Volt 

Segment 3   > 20 h  8000 Volt 

 

Bei ca. 50.000 Voltstunden werden die Filterstücke gegen frische ausgetauscht. Nach Ende der 

Fokussierung friert man die mit Proteinen beladenen IPG-Strips auf Trockeneis ein und lagert sie 

weiter bei –20°C. 

 

Rehydrierungslösung:   75 µg Gesamt-Protein (bei späterer Silberfärbung) 

bzw. 300 µg Gesamt-Protein (bei späterer Coomassie- 

Färbung) 

     0,5 % IPG-Puffer (Endkonzentration) 

      ad 350 µl Rehydrierungspuffer 

 

Rehydrierungspuffer:   8 M Harnstoff 

     2 % CHAPS 

      einige Körner Bromphenolblau 

      in H2Odeion. , Lagerung bei –20°C 

=> direkt vor Verwendung: 7 mg DDT + 2,5 ml Rehydrierungspuffer 
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4.5.4 Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension 

 

In der zweiten Dimension erfolgt die Auftrennung der Proteine nach ihrer jeweiligen molekularen 

Größe mittels SDS-PAGE. Dabei wird der mit Proteinen beladene IPG-Strip aus der 

isoelektrischen Fokussierung zuerst in SDS-Puffer und DTT äquilibriert, um die Proteine in 

reduzierter Form zu erhalten. Durch eine zweite Äquilibrierung mit Iodoacetamid sollen 

Thiolgruppen an den Proteinen alkylieren werden, wodurch eine Reoxidierung der Proteine 

während der Elektrophorese verhindert wird.  

 

 

4.5.4.1 Herstellung der SDS-Gele 

 

Mit Hilfe des „Hoefer DALT Gel Casters“ ist es möglich, bis zu 23 Gele gleichzeitig zu gießen. 

Die Gelkassetten und Trennfolien werden nach Reinigung abwechselnd in den Giessständer 

eingebaut und fixiert. In die dafür vorgesehene Öffnung wird ein Füllrohr mit Trichter gesteckt und 

in die umgebende Wanne werden ca. 100 ml „Displacing solution“ gefüllt. Pro Gel setzt man ca. 70 

ml Gellösung an und gießt diese luftblasenfrei in das Füllrohr. Anschließend zieht man das Rohr 

aus der Öffnung und lässt die „Displacing solution“ nachlaufen, welche die Gellösung nach oben 

zwischen die Platten drückt. Nach der Polymerisation werden die Gele in Folie eingeschlagen und 

in „Gel storage solution“ bei 4°C gelagert. 

 

10 % SDS-PAA-Gel   0,33 VT  30%  Acrylamid-Lösung 

     0,25 VT  1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

     0,01 VT  10% SDS 

     0,01 VT  10% APS 

     0,00005 VT  TEMED 

     0,396 VT  H2Odeion.  

 

„Displacing solution“   50 ml   1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

     100 ml (126 g) Glyzerin 

     50 ml   H2Odeion. 

     2 mg   Bromphenolblau 

 

„Gel storage solution“   500 ml  1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

     20 ml  10% SDS 

        ad 2 l H2Odeion. 
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4.5.4.2 Äquilibrierung von fokussierten IPG-Strips 

 

Der IPG-Strip wird 5 min vor der Äquilibrierung aufgetaut und anschließend für jeweils 15 min in 

10 ml DTT/Äquilibrierungspuffer sowie 10 ml Iodoacetamid/Äquilibrierungspuffer inkubiert. Nach 

der Äquilibrierung wird der Strip zügig und luftblasenfrei auf die Oberkante des SDS-PAA-Gels 

aufgelegt, welches vorher mit 1x SDS-Laufpuffer überschichtet worden ist. Anschließend gießt 

man den SDS-Laufpuffer ab und fixiert den Strip, indem er luftblasenfrei mit Agaroselösung 

überschichtet wird. Die Gele werden in einen DALT Elektrophorese-Tank in 1x SDS-Laufpuffer 

positioniert und bei 90 mA und 14°C elektrophoretisch aufgetrennt. 

 

Äquilibrierungspuffer:   50 mM  Tris-Cl, pH 8,8 

     6 M  Harnstoff 

     30%  Glyzerin 

     einiger Körner Bromphenolblau 

 

DTT/Äquilibrierungspuffer:  100 mg  DTT 

     +10 ml  Äquilibrierungspuffer (frisch ansetzen) 

 

Iodoacetamid/Äquilibrierungspuffer: 250 mg Iodoacetamid 

     +10 ml  Äquilibrierungspuffer (frisch ansetzen) 

 

10x SDS-Laufpuffer:   1,92 M  Glyzin 

(nach Lämmli)    250 mM Tris 

     1%  SDS 

       ad H2Odeion.  

 

Agaroselösung:    0,5 %   Agarose M in 1x SDS-Laufpuffer 

 

 

4.5.5 Färbung von 2D-Gelen mit Silbernitrat 

 

Die Silberfärbung ist die sensitivste nicht-radioaktive Methode zur Detektion von Protein-Spots auf 

2D-Gelen. Nur wenn alle Inkubationszeiten bei dieser Färbung genau eingehalten werden, ist eine 

Vergleichbarkeit von verschiedenen Gelen eines Experimentes möglich. Nach Entnahme aus den 

Gelkassetten werden die 2D-Gele sofort in 250 ml Fixierlösung für 3-16 h und in 125 ml 30% 

Ethanol zweimal für je 30 min inkubiert. Anschließend müssen die Gele für genau eine Minute in 
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Oxidierlösung gebadet werden, wobei das darin enthaltenen Natriumthiosulfat eine spätere nicht 

Protein-gebundene Reduktion von Silberionen und damit eine Anfärbung des Gelhintergrundes 

verhindert. Zur Entfernung des Thiosulfates wird das Gel dreimal für je eine Minute in 250 ml 

H2Odeion. gewaschen. Durch eine einstündige Inkubation in 125 ml Silbernitratlösung reichert man 

das Gel mit Silberionen an. Anschließend wird das Gel schnell zweimal für 30 s mit 250 ml 

H2Odeion. gewaschen. Danach erfolgt die eigentliche Färbung durch Protein-spezifische Reduktion 

der Silberionen im Gel zu elementarem Silber. Hierzu inkubiert man das Gel für 5-15 min mit 125 

ml Entwicklungslösung. Um die fertige Färbung sofort stoppen zu können, verwendet man eine 

EDTA-Lösung, in der das Gel für eine Stunde gebadet wird. Nach einer anschließenden Inkubation 

in H2Odeion. kann das Gel gescannt und in einen Kunststoffbeutel eingeschweißt werden. 

 

Fixierlösung:     50 %(v/v)  Ethanol 

      12 %(v/v)  Essigsäure 

 

Oxidierlösung:     0,0247 %(v/v) Formaldehyd 

      (Stammlösung: 37 % Formaldehyd) 

      0,0247 %(w/v) Natriumthiosulfat 

      (Stammlösung: 43 % Na2S2O3 x 5 H2O) 

 

Silbernitratlösung:    0,2 %(w/v) AgNO3  

      0,0247 %(v/v) Formaldehyd 

 

Entwicklungslösung:    6 %(w/v) NaCO3 

      0,0004 %(w/v) Natriumthiosulfat 

      0,0185 %(v/v) Formaldehyd 

 

Stopplösung:     1,46 %(w/v) EDTA 

 

 

4.6 Elektronenmikroskopie 
 

4.6.1 Transmissions-elektronenmikroskopische Präparate von Listerien 

 

Bis zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase in BHI-Medium kultivierte Listerien werden 

abzentrifugiert und mit PBS gewaschen. Indem man das Bakterienpellet in einer Polylysin-Lösung 

resuspendiert, kommt es zu einer Verklumpung der Bakterien. Das durch eine nachfolgende 

Zentrifugation entstehende Pellet löst sich nicht mehr auf und kann daher mit einer Pinzette leicht 
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in andere Gefäße überführt werden. Anschließend wird das Pellet in Karnovsky-Lösung für 3 

Stunden auf Eis fixiert. In ein Glasröhrchen wird 0,05 M Cacodylatpuffer gefüllt und das Pellet mit 

einer Pinzette 5-mal eingetaucht. Nach einer Inkubation in Osmiumtetroxid-Lösung für 2 Stunden 

unter dem Abzug wird das Bakterienpellet 5-mal für 3 min in H2Odeion. eingetaucht und kommt über 

Nacht in eine Lösung aus 0,5 % Uranylacetat. Nach 5 dreiminütigen Waschschritten in H2Odeion. 

muss das Pellet langsam entwässert werden, wobei es für jeweils 30 min nacheinander in 50 %, 70 

%, 90 %, 96 % und dreimal in 100 % kaltem Ethanol auf Eis inkubiert wird. Da das Einbettmedium 

Epon in Propylenoxid löslich ist, wird das Pellet in einem Glasröhrchen dreimal für 30 min in 

Propylenoxid getaucht. Über Nacht kommt es dann unter dem Abzug in eine 1+1 Mischung aus 

Propylenoxid und Epon, dabei verdampft der größte Teil des Propylenoxids. Am folgenden Tag 

wird das Pellet noch mehrere Male in frisches Epon umgebettet und kommt dann für drei Tage zum 

Aushärten in einen Trockenschrank.  

Die Schnitte werden anschließend freundlicherweise von der Zentralen Abteilung für 

Elektronenmikroskopie des Biozentrums hergestellt.  

 

Polylysin-Lösung:    0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in 1x PBS 

 

Karnovsky-Lösung:    0,5 ml Paraformaldehyd 

      12,5 ml H2Odeion. 

      1-3 Tr. 1 M NaOH, durch Hitze lösen 

      2,5 ml 25% Glutaraldehyd 

      10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer, pH 7,4 

 

Osmiumtetroxid-Lösung:   2 % OsO4 in  

        0,05 M Cacodylatpuffer, pH 7,4 

 

 

4.6.2 Transmissions-elektronenmikroskopische Präparate von intrazellulären Listerien 

 

Mit Listerien infizierte Zellen werden für Transmissions-elektronenmikroskopische Präparate 

genau nach dem Protokoll „Fixierung und Flacheinbettung von Kulturzellen auf Deckgläschen 

(cover-slips)“ der Zentralen Abteilung für Elektronenmikroskopie vorbereitet. 

Dazu werden Zellen auf runden Deckgläsern ausgesät und nach ein bis zwei Tagen mit Listerien 

infiziert (siehe 4.7.5). Einige Stunden nach der Infektion werden die Zellen nochmals mit 

PBS(Ca2+/Mg2+) gewaschen und zur Fixierung im Napf für 30 min in Glutaraldehydlösung 

eingelegt. Zum Waschen taucht man das Deckglas 5-mal kurz mit einer Pinzette in 0,05 M 

Cacodylatpuffer, pH 7,4, ein und legt es für eine Stunde zurück in einen Napf mit Osmiumtetroxid-
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Lösung (siehe 4.6.1). Nachdem man das Deckglas wieder mehrere Male in H2Odeion. getaucht hat, 

findet eine Fixierung über Nacht in 0,5 % Uranylacetat statt. 

Am Tag darauf wird das Deckglas dreimal für 5 min in H2Odeion. gewaschen und anschließend in 

einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Dabei sollte es für je 5 min auf Eis nacheinander mit 

50 %, 70%, 90 %, 96% und zweimal mit 100 % Ethanol inkubiert werden. Für zwei 5-minütige 

Inkubationsschritte in Propylenoxid muss ein Glasgefäss verwendet werden. Dabei darf das 

Präparat beim Flüssigkeitswechsel nie trocken werden. Für zwei bis vier Stunden wird das Präparat 

nun in eine 1+1 Mischung aus Propylenoxid und Epon getaucht, wobei das Propylenoxid 

größtenteils verdampft. Anschließend kommt das Deckglas noch mehrmals in frisches Epon. Eine 

Gelatinekapsel, welche mit mit einem Markierungszettel und Epon gefüllt ist, wird mit der offenen 

Seite auf das Präparat aufgesetzt. Nach einer Trocknungszeit von drei Tagen im Trockenschrank 

wird das Präparat freundlicherweise von der Zentralen Abteilung für Elektronenmikroskopie 

weiterverarbeitet und geschnitten. 

 

Glutaraldehydlösung:    2,5 % Glutaraldehyd 

        in 0,05 M Cacodylatpuffer, pH 7,4 

 

 

4.6.3 Raster-elektronenmikroskopische Präparate von Listerien 

 

Kleine, runde Deckgläser werden zur besseren Anhaftung der Bakterien mit 0,1 mg/ml Poly-L-

Lysin für ca. 15 min beschichtet und getrocknet. Mit PBS gewaschene Listerien, welche in BHI-

Medium bis zu einer mittleren exponentiellen Wachstumsphase kultiviert wurden, sollte man auf 

ein 1/10 des Ausgangsvolumens ankonzentrieren, damit möglichst viele Bakterien auf dem 

Deckglas haften bleiben. Auf ein Stück Parafilm wird ein Tropfen dieser Listeriensuspension 

pipettiert, und darauf wird das Deckglas mit der beschichteten Seite nach unten für ca. 10 min 

gelegt. Dann zieht man den Tropfen vorsichtig mit einem Stück Blotting Papier ab und lässt die 

Bakterien kurz antrocknen. Anschließend sollte man die Bakterien über Nacht mit 

Glutaraldehydlösung fixieren und wäscht sie danach (durch kurzes Eintauchen des Deckglases) 5-

mal mit Sörensenpuffer. 

Nun muss das Präparat in einer aufsteigenden Acetonreihe entwässert werden, d.h., man legt das 

Deckglas nacheinander in 30 %, 50 %, 70 %, 90 % und zweimal in 100 % Aceton, wobei 

Glasgefässe benutzt werden müssen und das Präparat nie trocken werden darf. Zur Kritischen-

Punkt-Trocknung kommt das Präparat in einen Probenbehälter, welcher sich in 100 % Aceton 

befindet. Nach Überführung des Probenbehälters in die zur Hälfte mit Aceton gefüllte Kammer des 

Kritischen-Punkt-Trockners wird der Rührer des Gerätes aktiviert und auf 5°C gekühlt. Nun wird 

durch abwechselndes Bedienen der Tasten „Medium in“ und „Medium out“ CO2 in die Kammer 
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geblasen, bis sie voll zu sein scheint (es ist eine Luftblase am oberen Fenster der Kammer zu 

sehen). Nach einer 5-minütigen Wartezeit wird das Gas wieder aus der Kammer abgelassen, bis der 

Flüssigkeitspegel abgesunken ist. Je öfter der Vorgang (6-8 mal) wiederholt wird, desto besser 

funktioniert die Trocknung. Danach schaltet man die Kühlung und der Rührer ab und die lässt die 

Kammer auf 41°C erwärmen, wodurch ein Kammerdruck von 90 bar entsteht. Zuletzt wird der 

Drehknopf „gas out“ soweit aufgedreht, dass der Druck innerhalb von 2-3 Stunden auf ca. 50 bar 

sinken kann. Die Goldbeschichtung der Bakterien mit einer Schichtdicke von 30 nm wird 

anschließend von der Zentralen Abteilung für Elektronenmikroskopie durchgeführt. 

 

Glutaraldehydlösung:    6,25 % Glutaraldehyd  

        in Sörensenpuffer, pH 7,4 

 

Sörensenpuffer, pH 7,4:    81,8 ml 66,7 mM KH2PO4 

      18,2 ml 66,7 mM Na2HPO4 x 2H2O 

 

 

4.6.4 Immuno-Gold-Markierung von Listerien 

 

Listerien werden in BHI-Medium bis zur exponentiellen Phase kultiviert und anschließend zweimal 

mit PBS gewaschen und in 1/10 des Ausgangsvolumens in PBS gründlich resuspendiert. Zur 

Adhäsion der Bakterien und zur Gold-Makierung haben sich Kohle-bedampfte Nickelnetze 

bewährt, welche mit einer Titanpinzette bewegt werden müssen. Diese Netze legt man für 10 min 

mit der Kohle-bedampften Seite auf einen Tropfen der ankonzentrierten Bakteriensuspension, 

welche vorher auf ein Stück Parafilm pipettiert wird. Nachdem man mit einem Streifen Blotting 

Papier die überschüssige Bakteriensuspension von dem Netz kurz abgezogen hat, überführt man es 

sofort für eine Stunde auf einen Tropfen mit Fixierlösung. Ein Glasröhrchen wird mit PBS gefüllt, 

darin taucht man die Netze nach der Fixierung 10-mal vorsichtig ein. Zusätzlich muss vor einer 

Immunfärbung mit einem Antikörper noch das restliche Formaldehyd im Präparat gequencht 

werden, daher wird das Netz 15 min auf eine Glyzinlösung aufgelegt.  

Die weitere Immunfärbung erfolgt analog zu dem Protokoll „Immunlokalisation“ der Zentralen 

Abteilung für Elektronenmikroskopie: Dazu werden die Netze nacheinander für 5 min auf einen 

Tropfen PBS und für 5 min auf einen Tropfen der Lösung LB 1 aufgelegt. Danach folgt eine 

einstündige Inkubation mit dem primären Antikörper. Dieser wird in Lösung LB1 schwach 

verdünnt (10-20 x konzentrierter als für einen Western Blot). Anschließend füllt man ein 

Glasröhrchen mit Lösung LB 1 und taucht das Netz darin 10-mal ein. Da dieser Waschschritt aber 

nicht ausreichend ist, legt man das Netz nochmals nacheinander für jeweils 10 min zweimal auf 

einen großen Tropfen der Lösung LB 1 und zweimal auf einen großen Tropfen der Lösung LB 2. 
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Als sekundärer Antikörper kann ein Anti-Maus-IgG-Antikörper bzw. ein Anti-Kaninchen-IgG-

Antikörper verwendet werden, welcher an 12 nm-Kügelchen aus kolloidalem Gold gekoppelt ist. 

Der Antikörper wird 1:10 in Lösung LB 2 verdünnt und das Netz darauf für eine Stunde aufgelegt. 

Abschließend muss sehr gründlich gewaschen werden: Zuerst wird das Netz 10-mal in ein 

Glasröhrchen mit Lösung LB 2 eingetaucht, dann wird es zweimal für 10 min auf einen großen 

Tropfen LB 2 aufgelegt und letztendlich dreimal für 5 min auf einen großen Tropfen MQ-H2O. Das 

Netz sollte dann sorgfältig in einem dafür vorgesehenen Behältnis zum Trocknen aufbewahrt 

werden. 

Es hat sich außerdem herausgestellt, dass man nach der Färbung das Präparat nicht kontrastieren 

sollte, da man ansonsten im Transmissionselektronenmikroskop die Goldkügelchen nur um das 

Bakterium herum und nicht mehr auf dem Präparat erkennen kann. Der Nachteil eines nicht 

kontrastierten Präparates ist jedoch, dass die Grenzen des Bakteriums nicht gut zu erkennen sind. 

 

Fixierlösung:     4 %(w/v) Paraformaldehyd 

      30 mM NaPO4, pH 7,4 

      durch Erhitzen (nicht kochen) lösen 

 

Glyzinlösung:     10 mM Glyzin in 1x PBS 

 

LB 1:      1 %(w/v) BSA 

      0,1 %(v/v) Tween 20 in PBS, 0,2 µ 

 

LB 2:      0,1 %(w/v) BSA 

      0,1 %(v/v) Tween 20 in PBS, 0,2 µ 

 

 

4.7 Arbeiten mit Zellkulturen 
 

Beim Umgang mit Zellkulturen ist darauf zu achten, jegliche Gefahr der Kontamination zu 

vermeiden. Aus diesem Grund werden alle Arbeiten unter der Sterilbank durchgeführt und Hände, 

Arbeitsflächen sowie Geräte mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Alle Medien, Zusätze und Puffer 

müssen autoklaviert bzw. sterilfiltriert werden. 

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgt unter optimalen Wachstumsbedingungen im 

Brutschank bei 37° C unter 5 % CO2-Begasung in dem der Zellinie entsprechenden Medium. Alle 

zwei bis drei Tage sollten die Zellen entweder passagiert oder das Medium gewechselt werden, um 

angefallene Stoffwechselprodukte sowie abgestorbene Zellen zu entfernen und um die Zellkultur 

mit frischen Nährstoffen sowie Wachstumsfaktoren zu versorgen. 
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Um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, sollte man die Zellen nicht länger als 

20 Passagen in Kultur halten. Außerdem ist es von Vorteil, alle Arbeitsschritte soweit wie möglich 

zu standardisieren. Ein Faktor, den man bei Zellkulturversuchen ebenfalls beachten sollte, ist der 

Differenzierungsgrad der Zellen. Bei einigen Zelllinien beginnen sich die Zellen nach einigen 

Tagen zu differenzieren und zu polarisieren. Dies führt zu drastischen Änderungen der 

Morphologie und Oberflächenstruktur der Zellen. Daher muss darauf geachtet werden, dass sich 

bei zusammengehörigen Versuchen wichtige Parameter wie zum Beispiel 

Kultivierungsbedingungen, Zeitraum zwischen Aussäen und Beginn der Infektion, Grad der 

Konfluenz und Differenzierungsstadium der Zellen so wenig wie möglich unterscheiden. 

 

 

4.7.1 Passagieren von Zellen 

 

Nachdem Zellen zu einem konfluenten Monolayer herangewachsen sind, stellen sie auf Grund 

gegenseitiger Kontaktinhibition ihr Wachstum ein. Es beginnt ein Alterungsprozeß, der vermutlich 

durch Stoffwechselprodukte der Zellen ausgelöst wird. Die adhärenten Zellen differenzieren sich 

oder lösen sich von ihrer Unterlage und sterben ab. Um dies zu vermeiden, werden die Zellen in 

geringerer Dichte auf neue Kulturgefäße aufgeteilt; dieser Arbeitsschritt wird als „passagieren“ 

bezeichnet.  

Zunächst wird das alte Medium aus der Kulturflasche abgesaugt und der Zellrasen einmal mit 1x 

PBS-Lösung gewaschen. Nach Zugabe von maximal 1 ml unverdünnter Trypsin/EDTA-Lösung 

wird die Flasche kurz geschwenkt, um die Lösung gleichmäßig über die Zellen zu verteilen. Nach 

etwa 20-60 Sekunden saugt man die Trypsin/EDTA-Lösung ab und stellt die Kulturflasche für 10-

20 min zurück in den Brutschrank. Anschließend sollte man die trypsinierten Zellen zügig mit 

frischem vorgewärmtem Medium vom Boden der Flasche abspülen und darin resuspendieren. Ein 

Teil dieser Zellsuspension wird in ein neues Kulturgefäß mit vorgelegtem, warmen Medium 

überführt. Bei einer 1:5-Verdünnung erreichen die Zellen nach 2-3 Tagen wieder das 

Konfluenzstadium. 

Nicht-adhärente Zellen wie z.B. Makrophagen löst man durch Abschaben mit einer in der 

Bunsenbrennerflamme zu einem Spatel gebogenen Pasteurpipette vom Untergund des 

Kulturgefäßes ab. 

 

10x PBS für Zellkultur:   80 g NaCl 

     2 g KCl 

     11,5 g Na2HPO4 (wasserfrei) 

     2 g K2HPO4 

       ad 1 l H2Odeion. 
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Medium für alle verwendeten  10 %(v/v) hitze-inaktivieres, fötales Kälberserum 

Zell-Linien (RPMI/FKS) :   (FKS) in RPMI 1640 + L-Glutamin 

 

Spezielles Medium für Hep-G2: 10 %(v/v) hitze-inaktivieres, fötales Kälberserum 

 (FKS) 

     1x  MEM-nicht-essentielle Aminosäuren 

     1 mM Natriumpyruvat 

     2 mM L-Glutamin 

     0,15 %(v/v) Natriumbicarbonat 

in 1x Minimal Essential Medium, pH 7,3, 0,2 µ 

 

 

4.7.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

 

Unter Zugabe eines Gefrierschutzmittels, wie zum Beispiel das in dieser Arbeit verwendete 

DMSO, können Eukaryontenzellen in flüssigem Stickstoff über einen Zeitraum von mehreren 

Jahren aufbewahrt werden. Um die zytotoxische Wirkung von DMSO so gering wie möglich zu 

halten, sollten die Zellen vor der Zugabe des Gefrierschutzmittels auf Eis gekühlt und nach dem 

Auftauen so schnell wie möglich verdünnt werden. Generell gilt: langsam einfrieren, schnell 

auftauen. 

Zum Einfrieren werden die Zellen abzentrifugiert, auf eine Zelldichte von etwa 1-2 x 106 Zellen/ 

ml in Einfriermedium eingestellt und auf Eis gestellt. Je 1 ml der gekühlten Suspension werden 

anschließend in beschriftete Kryoröhrchen aliquotiert, in Zellstoff eingewickelt und über Nacht bei 

-70°C eingefroren. Nach 12-24 Stunden überführt man die Kryoröhrchen in flüssigen Stickstoff. 

Zum Auftauen der Zellen wird das Kryoröhrchen im 37° C-Wasserbad erwärmt. Anschließend gibt 

man die Zellsuspension in 10 ml vorbereitetes, kaltes RPMI und zentrifugiert die Zellen 10 min bei 

400 g und 4°C ab. Der Überstand wird verworfen und das Zellpellet in vorgewärmtem Medium 

resuspendiert. Alternativ können frisch aufgetaute Zellen auch direkt in ein großes Volumen an 

vorgewärmtem Medium (10-20 ml) gegeben werden. Am Tag darauf jedoch muss dieses noch 

DMSO-haltige Medium durch frisches ersetzt werden. 

 

Einfriermedium:     12 %(v/v) DMSO in RPMI/FKS 
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4.7.3 Lebendzellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Färbung 

 

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl mischt man 50 µl Zellsuspension mit 50 µl Trypanblau-

Lösung. Ein Tropfen der Zellsuspension wird in eine Fuchs-Rosenthal-Zählkammer 

(Kammerfaktor: 5000) gegeben und lichtmikroskopisch ausgewertet. Dabei dringt der Farbstoff in 

tote Zellen schnell ein und färbt sie blau. Lebende Zellen dagegen nehmen den Farbstoff nur sehr 

langsam auf. Sie besitzen eine kugelige Gestalt und man kann sie auf Grund ihrer helleren und 

leuchtenden Erscheinung gut vom blauen Hintergrund unterscheiden. Zur Bestimmung der 

Lebendzellzahl wird die Anzahl der lebenden Zellen in drei Großquadraten gezählt, gemittelt und 

wie folgt berechnet:  

 

Lebendzellzahl/ ml = Lebende Zellen/Großquadrat x Verdünnungsfaktor x Kammerfaktor 

 

 

4.7.4 Herstellung von Bakterienaliquots für Infektionsversuche 

 

Für die Herstellung von Bakterienaliquots sollte man die Listerien-Stämme auf BHI-Agarplatten 

frisch ausstreichen. Am nächsten Tag kann von einer Einzelkolonie ausgehend eine 

Übernachtkultur hergestellt werden. Diese wird 1:100 in BHI-Medium verdünnt und bei 37° C 

unter Schütteln inkubiert, bis die Kultur eine Dichte von 180 Klett-Einheiten (späte logarithmische 

Phase) erreicht hat. Von diesem Zeitpunkt an ist es wichtig, die Bakteriensuspension immer auf Eis 

zu halten, um eine weitere Vermehrung zu vermeiden. Je 10 ml der Kultur werden in sterile 

Greinerröhrchen überführt und 10 min abzentrifugiert (6000 g, 4° C). Die sedimentierten Bakterien 

wäscht man einmal mit 10 ml eiskaltem sterilem 1x PBS und resuspendiert sie anschließend in 10 

ml steriler eiskalter 1x PBS-Löung mit 20 % Glyzerin. Diese Zellsuspension sollte dabei gründlich 

gemischt, aliquotiert und bei –80° C aufbewahrt werden.  

Einen Tag vor Infektionsbeginn kann jeweils ein Aliquot aufgetaut und die Konzentration der 

Bakterien durch Ausplattieren geeigneter Verdünnungsstufen ermittelt werden.  

 

 

4.7.5 Infektion verschiedener Zellen mit Listerien  

 

Bei der Infektion von Zellen kann man Bakterien in einem definierten Verhältnis zur vorhandenen 

Zellzahl („multiplicity of infection“, MOI) auf einen Zellrasen geben. Bei nicht-professionellen 

Phagozyten führt dies zu einer induzierten Phagozytose der Bakterien durch die Zellen. 
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Professionelle Phagozyten haben gemäß ihrer natürlichen Funktion eine erhöhte 

Aufnahmeaktivität, was bei der Wahl der MOI beachtet werden muss. Nach einstündiger Infektion 

wird Gentamycin-haltiges Medium auf den Zellrasen gegeben, um alle extrazellulären Bakterien 

abzutöten. Das Gentamycin dringt dabei nicht in die Zelle ein, da Zellmembranen von 

Säugetierzellen relativ inpermeabel für dieses Antibiotikum sind. Auf diese Weise wird die 

Infektion begrenzt und ungewollte Sekundärinfektionen vermieden. In Versuchsansätzen, in denen 

nur die Adhärenzfähigkeit der Bakterien an eine Zellart getestet werden soll, muss auf die Zugabe 

von Gentamycin-haltigem Medium verzichtet werden. Der Zeitpunkt der Zugabe der Bakterien zu 

den Zellen wird als Zeitpunkt 0 Stunden p.i. (post infection) definiert.  

Die für eine Infektion eingefrorenen Bakterienaliquots werden aufgetaut und in Serum-freiem 

Medium auf die gewünschte Konzentration verdünnt. Da die MOI eine Mengenangabe und keine 

Konzentrationsangabe ist, werden bei einer Infektion in 24-Napf-Schalen (ca. 5 x 105 Zellen) die 

MOI an Bakterien in 0,5 ml Serum-freien Medium auf die Zellen gegeben, während bei einer 

Infektion in 12-Napf-Schalen (ca. 1 x 106 Zellen) mit 1 ml Bakteriensuspension infiziert wird. Das 

heißt, bei einer MOI von z.B. 10 stellt man die Bakterien für eine Infektion in 12-Napf-Schalen auf 

eine Konzentration von 1x 107/ml ein und für eine Infektion in 24-Napf-Schalen auf eine 

Konzentration von 2 x 107/ml (=1 x 107/ 0,5 ml). Die Bakterienkonzentration dieser sogenannten 

Infektionsmedien sollte aber immer parallel durch Ausplattieren von geeigneten Verdünnungen 

bestimmt werden.  

Die Auswertung der Infektion kann z.B. durch das Ausplattieren einzelner Infektionsansätze 

erfolgen, wobei die Zellen gründlich aufgeschlossen werden müssen, ohne die Bakterien zu 

beeinträchtigen. Sehr bewährt hat sich dabei der Aufschluss von Zellen durch eine fünf-sekündige 

Ultraschallbehandlung mit einer Microspitze. Bei Ausplattierungsversuchen müssen alle 

Infektionen in Tripletts angesetzt werden. Nach Bestimmung der Bakterienzahlen im 

Infektionsansatz und in den Infektionsmedien kann die absolute Infektionsrate des Stammes 

errechnet werden. Wurden verschiedene Stämme parallel eingesetzt, so kann man die relative 

Infektionsrate eines Stammes im Vergleich zum Referenz-Stamm kalkulieren, wobei die des 

Referenz-Stammes auf 100% gesetzt wird. 

Ebenso können intrazelluläre Bakterien durch Markierung mit einem GFP-Expressionsplasmid, 

durch Giemsa-Färbung oder durch Immunfluoreszenz-Färbung unter dem Mikroskop ausgewertet 

werden.  

 

absolute Infektionsrate (%): Anzahl der Bakterien im Infektionsansatz / Anzahl der Bakterien 

im Infektionsmedium x 100 

relative Infektionsrate (%): absolute Infektionsrate des Stammes xy / absolute Infektionsrate 

des Referenz-Stammes x 100 
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4.7.5.1 Adhärenz-Test 

 

Bei dieser Analyse wird die Adhärenzfähigkeit der Bakterien an die verwendeten Zellen getestet. 

Einen Tag vor der Infektion sollte man die Zellen in 24-Napf- oder 12-Napf-Platten so aussäen, 

dass sie am Tag der Infektion einen konfluenten Rasen bilden. Lücken im Zellrasen sind bei diesem 

Test nachteilig, weil Listerien auch sehr gut am Kunststoffboden der Schalen adhärieren können 

und dadurch das Ergebnis verfälschen.  

Kurz vor der Infektion werden die Bakterien aufgetaut und auf die gewünschte MOI in RPMI 

verdünnt. Nachdem die Zellen einmal mit 1 ml PBS(Ca2+/Mg2+) gewaschen wurden, werden die in 

RPMI verdünnten Bakterien (Infektionsmedium) auf den Zellrasen gegeben und für 30 min 

inkubiert. In diesem Zeitraum findet die erste Assoziation der Bakterien mit den Zellen statt. Nicht-

adhärente Bakterien entfernt man durch 5- bis 6-maliges Waschen mit je 1 ml PBS(Ca2+/Mg2+). 

Anschließend werden die Zellen nach Zugabe von 1 ml kaltem H2Odeion. mit Hilfe einer 

Ultraschallbehandlung lysiert und die Bakterienzahlen in den Näpfen durch Ausplattieren 

geeigneter Verdünnungen bestimmt.  

 

10x CaCl2/ MgCl2 –Lösung:   1 g MgCl2 x 6 H2O 

      1 g CaCl2 x 2 H2O 

        ad 1 l H2Odeion. 

 

PBS(Ca2+/Mg2+):    1 VT 10x PBS für Zellkultur (siehe 

4.7.1) 

      1 VT 10x CaCl2/ MgCl2 –Lösung 

      8 VT H2Odeion.  

 

 

4.7.5.2 Invasions-Test, „Gentamycin-survival assay“ 

 

Dieser Test kann neben Informationen über das Invasionsverhalten von Bakterien-Stämmen in 

Zellen auch Auskunft über die intrazelluläre Replikation von Bakterien geben.  

Wie schon bei dem Adhärenz-Test beschrieben, verdünnt man zur Herstellung des 

Infektionsmediums die aufgetauten Bakterien in RPMI auf die gewünschte MOI. Die Zellen 

werden einmal mit 1 ml PBS(Ca2+/Mg2+) gewaschen und anschließend mit dem Infektionsmedium 

überschichtet. Nach einer einstündigen Inkubationszeit im Brutschrank (bzw. 1,5 Stunden bei Hep-

G2 Zellen) müssen die Infektionsansätze zur Entfernung der freien Bakterien dreimal mit mit je 1 

ml PBS(Ca2+/Mg2+) gewaschen werden. Zur ausschließlichen Erfassung von intrazellulären 

Bakterien werden die adhärenten Bakterien zusätzlich durch eine weitere einstündige Inkubation 
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mit RPMI/FKS + Gentamycin abgetötet. Die verwendete Gentamycin-Konzentration ist dabei ein 

wichtiger Faktor. Bei nicht-professionellen Phagozyten kann für eine Inkubationszeit von einer 

Stunde eine Konzentration von 100 µg/ml angewendet werden, bei Makrophagen jedoch muss 

diese Konzentration erniedrigt werden, da Gentamycin über Phagozytose in die Zellen gelangen 

und intrazelluläre Bakterien töten kann (Drevets et al., 1994). Nach dieser Inkubation werden die 

Zellen noch dreimal mit PBS(Ca2+/Mg2+) gewaschen und letztendlich in 1 ml eiskaltem H2Odeion. 

aufgenommen und mittels Ultraschall lysiert. Auf diese Weise kann die Anzahl der intrazellulären 

Bakterien pro Napf durch das Ausplattieren geeigneter Verdünnungen ermittelt werden. 

Das intrazelluläre Replikationsverhalten von Bakterien dagegen wird anhand von parallel 

durchgeführten Infektionen mit unterschiedlich langen Inkubationszeiten von Gentamycin-haltigem 

Medium gemessen. 

 

 

4.7.6 Transfektion von Zellen 

 

Zur Übertragung von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen kann man sich neben verschiedener 

Infektionstechniken u.a. auch chemischer und physikalischer Transfektions-Methoden bedienen. 

Eine sehr einfache Technik ist die Transfektion mit kationischen Lipid-Reagenzien. Diese bilden in 

wässriger Lösung kleine (100-400 nm), von einer einfachen Membran umgebene Liposomen, deren 

Oberfläche positiv geladen ist. Diese Liposomen können mit negativ geladenen DNA-Molekülen 

Komplexe formen, wobei die DNA nicht innerhalb der Liposomen eingeschlossen wird, sondern 

eher von Liposomen umgeben ist. Diese Komplexe können u.a. Plasmid-DNA über die Membran 

von eukaryotischen Zellen in das Zytosol einschleusen.  

In dieser Arbeit wurde das LipofectAMINE PLUS Reagent der Fa. Invitrogen (Gibco) nach dem 

„LipofectAMINE PLUS Reagent Transfection Protocol“ verwendet: Einen Tag vor der 

Transfektion werden die Zellen so ausgesät, dass sie am folgenden Tag zu 70-90% konfluent sind. 

Bei der Verwendung einer 24-Napf-Platte empfiehlt der Hersteller die Verdünnung von 0,4 µg 

reiner Plasmid-DNA in 21 µl Serum-freien Transfektionsmedium und 4 µl PLUS-Reagent. In 

einem zweiten Gefäß wird 1 µl LipofectAMINE Reagent mit 24 µl Serum-freien 

Transfektionsmedium gemischt. Hat man beide Ansätze getrennt für 15 min bei RT inkubiert, so 

werden sie zusammengegeben und weitere 15 min bei RT inkubiert. Zwischenzeitlich muss der 

Kulturüberstand der zu transfizierenden Zellen abgenommen und durch 0,2 ml Serum-freies 

Transfektionsmedium ersetzt werden. Die DNA-Komplex-Mischung wird nun vorsichtig 

zugegeben und mit dem vorliegenden Medium vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 3 

Stunden im Brutschrank kann das Transfektionsmedium durch neues RPMI/FKS ersetzt werden.  
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4.7.7 Färbung von Zellen nach Giemsa  

 

Die Giemsa-Färbung wurde ursprünglich als Differentialfärbung methanolfixierter Blut- und 

Knochenmark-Ausstriche verwendet. Dabei werden die Zellen mit einer Azur-Eosin-

Methylenblau-Lösung gefärbt. Als Resultat dieser Färbung erscheinen Zellkerne rotviolett, 

eosinophile Granula rötlichbraun, basophile blau, neutrophile rotviolett; Zytoplasma von 

Lymphozyten blau, Erythrozyten blaßrot, Blutplättchen blau mit violettem Innenkörper; Kerne von 

Parasiten u. Protozoen leuchtend rot. 

Listerien erscheinen nach einer Giemsa-Färbung im Lichtmikroskop als dunkel-violette Stäbchen, 

wobei eine intrazelluläre Lokalisation der Bakterien nur bedingt möglich ist. 

Infizierte Zellen, welche man auf der Oberfläche von Deckgläsern kultiviert hat, werden mit PBS 

gewaschen und anschließend für 5 min mit Methanol bei RT fixiert. Nach der Trocknung des 

Präparates erfolgt eine 20-minütige Färbung in verdünnter Giemsa-Lösung (1:20 mit H2Odeion. 

verdünnt), welche am besten durch das Abspülen mit einem leicht alkalischen Puffer (pH 7,2) oder 

mit leicht alkalischem H2Odeion. differenziert werden kann. Nach dem Trocknen des Präparates kann 

es im Lichtmikroskop ausgewertet werden. 

 

 

4.7.8 Durchflusszytometrie von EGFP-exprimierenden Zellen 

 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann der Gentransfer eines EGFP-Expressionsplasmides von 

einem Listerien-Stamm in das Zytosol einer Wirtszelle quantitativ ausgewertet werden. 

Die Infektion der Zellen erfolgt in 24-Napf-Platten analog der in Kapitel 4.7.5 beschriebenen 

Vorgehensweise mit folgenden Abweichungen: Nach der Infektion mit dem Bakterien-Stamm 

werden die Zellen dreimal mit 1 ml PBS(Ca2+/Mg2+) gewaschen und anschließend für eine Stunde 

mit 2 ml RPMI/FKS + 100 µg/ml Gentamycin inkubiert. Darauf entfernt man dieses Medium 

wieder von den Zellen und ersetzt es durch 2 ml RPMI/FKS + 15 µg/ml Gentamycin. Nach 24 oder 

48 Stunden werden die Zellen ausgewertet; dabei ist es ratsam, die Zellen vor der Messung mit 

dem Durchflusszytometer zuerst unter dem Fluoreszenzmikroskop zu betrachten. Anschließend 

werden die Näpfe mit 2 ml 1x PBS gewaschen. Makrophagen können für die Messung mit einem 

Spatel abgeschabt werden, während adhärente Zellen trypsiniert werden müssen. Dazu wird das 

PBS vorsichtig abgezogen und 100 µl Trypsin-Lösung wird auf die Zellen unter Schwenken der 

Zellkulturplatte gegeben. Nach einer 15-minütigen Inkubation im Brutschrank können die Zellen 

zügig mit 500 µl PBS vom Boden der Schale abgelöst, resuspendiert und in speziell für das 

Durchflusszytometer geeignete Kunststoff-Röhrchen überführt werden. Diese werden auf Eis 

gestellt. Zur Bestimmung der Lebendzellzahlen kann zehn Minuten vor der Messung noch 2 µl 7-
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Actinomycin D-Lösung (1 mg/ml in DMSO) zu der Zellsuspension pipettiert werden. 7-

Actinomycin D (7-AAD) ist ein Fluoreszenzfarbstoff zum Anfärben von DNA, welcher ähnlich 

wie Propidiumiodid nicht über intakte Zellmembranen diffundieren kann. Tote Zellen dagegen 

nehmen den Farbstoff auf und erscheinen im dritten Fluoreszenzkanal des Durchflusszytometers.  

Bei der Messung von EGFP-exprimierenden Zellen muss darauf geachtet werden, dass die Gesamt-

Anzahl der gemessenen Zellen pro Probe (n) einen Einfluss darauf hat, ob die in einer Probe 

gemessene Häufigkeit einer Subpopulation (f) signifikant (p<0,05) ist (Parks et al., 1989). In 

Tabelle 4.2 sind die Unterschiede (Q) angegeben, die zwei Subpopulationen zueinander haben 

müssen, um bei einer gegebenen Häufigkeit in einer Gesamtpopulation (f) und einer 

Messprobengröße (n) signifikant zu sein. 

 
    Anzahl der gemessenen Zellen pro Probe (n) 

Häufigkeit der 
Subpopulation (f)  1.000 2.000 5.000 10.000 20.000 50.000 100.000 

50% (Q) 4,40% 3,11% 1,97% 1,39% 0,98% 0,62% 0,44% 

30%  4,04% 2,85% 1,80% 1,27% 0,90% 0,57% 0,40% 

20%  3,52% 2,49% 1,57% 1,11% 0,79% 0,49% 0,35% 

10%  2,64% 1,86% 1,18% 0,83% 0,59% 0,37% 0,26% 

5%  1,92% 1,36% 0,86% 0,61% 0,43% 0,29% 0,19% 

1%   0,87% 0,62% 0,39% 0,27% 0,19% 0,12% 0,08% 
Tabelle 4.2: Einfluss der Messprobengröße auf die Signifikanz zweier Messungen (Parks et al., 1989). 

 

 

4.8 In vivo- und Immunologische Arbeiten 
 

4.8.1 Infektion von Mäusen mit Listeria-Stämmen 

 

Im Rahmen des Modells der experimentellen murinen  Listeriose können BALB/c Mäuse sowohl 

orogastrisch als auch intravenös mit Listerien infiziert werden. Bei Verwendung von Listeria als 

DNA-Vakzine-Träger wurden BALB/c Mäuse lediglich orogastrisch infiziert. 

Orogastrische (p.o.) Applikation: Diese Art von Applikation kommt der natürlichen Route einer 

Listeria Infektion am nächsten, lässt sich aber auf Grund des unterschiedlichen Invasionsverhaltens 

(Lecuit et al., 1999) kaum mit einer Listeria-Infektion des Menschen über den Magen-Darm-Trakt 

vergleichen. Da das murine Listeriose-Modell eine Infektion mit einer sublethalen Dosis an 

Bakterien vorsieht, können einer BALB/c Maus nur ca. 109 Bakterien eines Listeria-Wildtyps ohne 

lethalen Ausgang orogastrisch verabreicht werden. Die Bakterien werden daher in BHI-Medium 

kultiviert, einmal mit PBS gewaschen und durch Resuspension in 1/10 des Ausgangsvolumens an 

PBS auf eine Zellzahl von ca. 1 x 1010 Bakterien /ml ankonzentriert. Durch die Verwendung einer 
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Magensonde stellt man sicher, dass alle applizierten Bakterien im Darm landen und nicht mehr 

ausgespuckt werden; außerdem besitzen Nagetiere keinen Brechreflex. Die Magensonde wird mit 

Hilfe einer Einmal-Kanüle von 0,9 mm Ø hergestellt, welcher die Spitze 2 cm unterhalb der 

Kegelhülse sauber abgebrochen wird. Auf die Bruchstelle wird mit ca. 1 cm Überschneidung ein 

insgesamt 3 cm langer, flexibler Plasikschlauch geschoben. Einige Stunden vor Applikation wird 

den Tieren das Futter entzogen. Hat man die Bakteriensuspension mit einer Einmal-

Tuberkulinspritze luftblasenfrei in die Sonde aufgezogen, kann die Maus mit der Hand fixiert 

werden. Die Sonde wird dann rasch unter sehr vorsichtigem Drehen in den Schlund eingeführt und 

100 µl der Bakteriensuspension werden appliziert. Danach setzt man das Tier für eine Weile auf 

ein saugfähiges Stück Papier: Sollten Teile der Suspension nicht im Magen angekommen sein, so 

finden sich ausgespuckten Suspensionsreste auf dem Papier wieder. 

Intravenöse (i.v.) Applikation: Die sublethale Dosis bei einer i.v.-Applikation von wildtypischen 

Listerien beträgt 5 x 103 Bakterien / BALB/c Maus, die LD50 dagegen liegt bei 104 Bakterien / 

C57BL/6 Maus (Engelbrecht et al., 1996). Daher müssen die Bakterien bei dieser Applikationsart 

möglichst genau auf eine Konzentration von 5x 104 Bakterien /ml in PBS (möglichst pyrogenfrei) 

eingestellt werden. Die Listerien werden in BHI-Medium kultiviert, einmal mit PBS gewaschen, in 

gleichem Volumen an PBS mit 20% (v/v) Glyzerin resuspendiert und bei -80°C in Aliquots 

weggefroren. Durch Auftauen und Ausplattieren der (-6)-Verdünnung am Tag vor der Applikation 

lässt sich sehr genau die Menge an lebenden Bakterien in der eingefrorenen Suspension bestimmen. 

Mit einer Einmal-Tuberkulinspritze und einer 0,4 mm Einmal-Kanüle werden 100 µl der 

eingestellten Bakteriensuspension langsam in eine seitliche Schwanzvene eines fixierten Tieres 

gegeben. Zuvor kann zur Darstellung der Venen der Schwanz des Tieres für eine Weile in warmes 

Wasser getaucht werden. 

Nach erfolgreicher Applikation werden die Tiere täglich beobachtet. Sollte ein Tier wider Erwarten 

ernsthaft erkranken und leiden, so muss es sofort artgerecht und schmerzlos getötet werden. 

 

 

4.8.2 Präparation von Listerien aus Milz und Leber 

 

Als Parameter des Modells der experimentellen murinen Listeriose wird die Anzahl der Bakterien 

in den befallenen Organen Milz und Leber zu verschiedenen Zeiten nach der Infektion einer Maus 

bestimmt. Nachdem die Mäuse in Gruppen von fünf Tieren mit einer sublethalen Dosis an 

Bakterien infiziert worden sind, werden die Tiere zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der 

Infektion durch zervikale Dislokation oder Einatmung von CO2 getötet. Milz und Leber werden 

steril entnommen und in ein 15ml-Röhrchen, welches jeweils 5 ml steriles H2Odeion. enthält, 

überführt. Anschließend stelle man das Röhrchen für ca. eine Stunde auf Eis, dadurch erreicht man 

ein leichteres Homogenisieren der Organe. Die Leber wird zusammen mit dem H2Odeion. in einen 15 
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ml-Glashomogenisator dekantiert, darin gründlich homogenisiert und wieder in das ursprüngliche 

Röhrchen zurückdekantiert. Mit der Milz wird genauso verfahren, nur eignet sich für dieses Organ 

eher ein 5 ml-Glashomogenisator. Mittels Ultraschall-Behandlung lassen sich die nun einzelnen 

Zellen der Organe noch weiter aufschließen. Zuletzt werden die Bakterien in Verdünnungsreihen 

auf BHI-Agarplatten oder Listeria-Selektionsplatten zur Bestimmung der Bakterienzahl pro Organ 

ausplattiert. Auf Grund von Geweberesten empfiehlt es sich, zum Pipettieren der konzentrierten 

Suspension abgeschnittene Pipettenspitzen zu verwenden. 

 

 

4.8.3 Immunisierung von Mäusen mit Antigen 

 

Bei der Verwendung von einem Protein-Antigen zur Immunisierung von Mäusen ist die 

Anwendung eines Adjuvans zur Steigerung der spezifischen Immunantwort empfehlenswert.  

Montanide ISA 206 ist ein sog. „Wasser-in-Öl-in-Wasser-Doppelemulsions“-Adjuvans, welches 

der Antigen-Lösung im Verhältnis 1+1 zugemischt wird. Dabei rührt man das Adjuvans bei 30°C 

mit einem Magnetrührer und gibt die Antigen-Lösung tropfenweise hinzu. Nach einer weiteren 

Rührzeit von 0,5-1 Stunde wird die Mischung mit einer Einmal-Tuberkulinspritze und einer 

Einmal-Kanüle von 0,6 mm Ø einer Maus intraperitoneal injeziert. Insgesamt sollten 50 µl Antigen 

in einer 100 µl-Applikation verabreicht werden. 

In dem „ImmunEasyTM Mouse Adjuvant“ der Fa. QIAGEN bewirkt immunstimulatorische CpG 

DNA eine Förderung der B-Zell-Antwort auf ein Proteinantigen (Krieg et al., 1995). Dieses 

Adjuvans scheint so effektiv zu sein, dass die 2- bis 3-malige Applikation von nur 2 µg Antigen zu 

einer hohen Stimulation der spezifischen B-Zellen führt. Dabei werden pro Tier 2 µg Antigen mit 

20 µl Adjuvans-Lösung und PBS auf 100 µl Gesamtvolumen verdünnt. Einer Maus appliziert man 

mit einer kleinen Kanüle (0,4 mm Ø) jeweils 50 µl Mischung intramuskulär in einen Gesäßmuskel. 

Auf Grund des Totvolumens der Tuberkulinspritze muss immer etwas mehr Antigen-Adjuvans-

Mischung angesetzt werden. Laut Hersteller wird eine „Boost“-Immunisierung 2-4 Wochen nach 

der ersten Applikation empfohlen. 

 

 

4.8.4 Blutentnahme bei der Maus 

 

Zur Gewinnung von Antiserum aus einer Maus muss diese maximal entblutet werden, wozu sich 

die Blutentnahme aus dem Herzen besonders gut eignet. Das Tier sollte dabei durch CO2 und nicht 

mit zervikaler Dislokation getötet werden, damit die Gefäße im Brustraum nicht vorzeitig 

zerreißen. Anschließend wird das Herz sehr zügig freipräpariert. Mit einer Tuberkulinspritze und 
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einer langen Kanüle (0,9 mm Ø) sticht man vorsichtig in den rechten Vorhof und lässt das Blut 

ganz langsam durch vorsichtiges Ziehen des Stempels in die Spritze laufen. Daraufhin sammelt 

man das Blut in einem MictotainerTM, indem sich ein spezielles Harz befindet. Nachdem das Blut 

geronnen ist (20-30 min bei RT), wird es für ca. 2 min und 10000 g abzentrifugiert. Anschließend 

befindet sich der Blutkuchen unter und das Serum über dem Harz, so dass das Serum verlustfrei 

abpipettiert werden kann. 

Kleinere Mengen an Blut können einer lebenden Maus auch durch leichtes Kupieren der 

Schwanzspitze entnommen werden. 

 

 

4.8.5 Präparation und Stimulation von Milzzellen 

 

Milzzellen, welche für Proliferationsteste oder IFNγ –ELISAs verwendet werden sollen, müssen 

Endotoxin-frei präpariert werden. Daher sollte für alle selbst-angesetzten Lösungen nur 

pyrogenfreies H2O wie Ampuwa-H2O der Fa. Fresenius verwendet werden. 

Einer Maus wird die Milz nach zervikaler Dislokation steril entnommen und in einen Einmal-

Zellsieb (70 µm Maschen) überführt, welcher sich in einer Schale mit BSS/BSA befindet. Mit 

einem Stempel aus einer 10 ml-Einmalspritze reibt man die Milz durch das Sieb, wobei darauf zu 

achten ist, das die Zellen nicht trocken werden. Nach der Resuspension werden alle in ein 50 ml-

Greiner-Gefäß überführt, auf 50 ml mit BSS/BSA aufgefüllt und für 10 min auf Eis gestellt. In 

dieser Zeit sinken eventuell vorhandene Gewebereste ab. Anschließend kann man die überstehende 

Zellsuspension in ein neues 50 ml-Gefäß pipettieren und die Zellen darin abzentrifugieren (10min 

bei 400 g und 4°C). Nach einem weiteren Waschschritt mit 50 ml BSS/BSA müssen die 

Erythrozyten der Zellsuspension lysiert werden. Dazu wird das BSS/BSA vom Zellpellet abgesaugt 

und die Zellen mit 5 ml TAC-Lösung resuspendiert. Nach einer genau 10-minütigen 

Inkubationszeit bei RT füllt man das Gefäß auf 50 ml mit BSS/BSA auf, um die Lysis zu stoppen, 

zentrifugiert die Zellen ab und wäscht nochmals mit 50 ml BSS/BSA. Zur Bestimmung der 

Zellzahl wird ein kleiner Teil dieser Suspension 1+1 mit Trypanblau-Lösung verdünnt und in einer 

Zählkammer gezählt. Anschließend nimmt man die Zellen zur Einstellung der Konzentration in 

einem definierten Volumen RPMI + „Goodies“ auf und pipettiert je 100 µl in in die Vertiefungen 

einer 96-Napf-Platten (U-Form) mit vorgelegten Stimulantien. 

 

10x BSS 1:     10 g/l D-Glukose 

      0,6 g/l KH2PO4 

      1,83 g/l Na2HPO4 (wasserfrei) 

      0,1 g/l Phenolrot 

        in Ampuwa-H2O; pH 7,4; 0,2 µ 
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10x BSS 2:     1,86 g/l CaCl2 x 2 H2O 

      4 g/l KCl 

      80 g/l NaCl 

      2 g/l MgCl2 x 6 H2O 

      2 g/l MgSO4 x 7 H2O 

in Ampuwa-H2O; 0,2 µ 

 

BSA-Stocklösung:    10 %(w/v) BSA in Ampuwa-H20, 0,2 µ 

 

BSS/BSA:     1 VT 10x BSS 1 

      1 VT 10x BSS 2 

 

      8 VT Ampuwa-H20 

      0,01 VT BSA-Stocklösung 

 

TAC-Lösung:     20 mM Tris-HCl, pH 7,2 

      0,83 %(w/v) Ammoniumchlorid, 0,2 µ 

 

RPMI + „Goodies“:    10 %(v/v) FKS 

      0,025 %(v/v) β-Mercaptoethanol 

      0,05 %(v/v) L-Glutamin 

      1 mM Nartiumpyruvat 

     je 200 U/ml Penicillin/ Streptomycin 

      1x MEM-nicht-essentielle Aminosäuren 

in RPMI 1640, 0,2 µ 

 

 

4.8.6 Isolation von Dendritischen Zellen mit Hilfe eines Metrizamid-Gradienten 

 

Zur Isolierung von Dendritischen Zellen aus der Milz oder aus Lymphknoten und Peyer´schen 

Platten (Macatonia et al., 1987) werden die Organe analog der in Kapitel 4.8.5 beschriebenen 

Vorgehensweise präpariert und gewaschen. Eine Erythrozytenlyse ist bei diesem Protokoll jedoch 

nicht notwendig. 

Zur Herstellung des Gradienten werden 14,5 g Metrizamid mit 100 ml Gradientenmedium 

gemischt und für 15-30 min inkubiert. Anschließend kann der Gradient sterilfiltriert (0,2 µ) und als 

2 ml- Aliquots in 15 ml Falcon Röhrchen bei -20°C gelagert werden. 
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Die Zellen einer Milz bzw. aller Lympknoten oder aller Peyer´schen Platten werden in 8 ml 

Gradientenmedium aufgenommen und in eine 25 cm² Kulturflasche überführt. Nach Kultivierung 

dieser Suspension über Nacht im Brutschrank sind die Makophagen in der Präparation adhärent 

geworden, während die Dendritschen Zellen nicht oder nur leicht adhärent sind. Daher werden 

einen Tag später die nicht adhärenten Zellen resuspendiert und ebenfalls die leicht adhärenten 

Zellen vorsichtig mit der Pipette abgespült. Mit der so gewonnenen Suspension überschichtet man 

vorsichtig ein auf RT erwärmtes 2 ml Gradientenbett, dieses wird für 10 min ohne Einschalten der 

Zentrifugenbremse bei 600 g und RT abzentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation befinden sich die 

Dendritischen Zellen in der Interphase. Sie werden abgesaugt und zum Waschen in einem großen 

Volumen an frischem Gradientenmedium resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 

400 g können die Zellen in einem kleineren Volumen an Medium aufgenommen und zur 

Auswertung in frische Kulturschalen gegeben werden. 

 

Gradientenmedium:    10 %(v/v) FKS 

      0,025 %(v/v) β-Mercaptoethanol 

      0,05 %(v/v) L-Glutamin 

     je 200 U/ml Penicillin/ Streptomycin 

        in „Dutch modified RPMI“ 

 

 

4.8.7 Proliferationstest 

 

Mit dem Proliferationstest kann man untersuchen, ob sich T-Zellen einer Präparation nach der 

Zugabe eines Antigens (in Form eines löslichen Peptides) spezifisch vermehren. Da ein Antigen 

von einer T-Zelle nur in Form eines MHC:Peptid-Komplexes erkannt werden kann, braucht man 

zusätzlich Antigen-präsentierende Zellen in diesem Test.  

Das Antigen wird mit RPMI + „Goodies“ (siehe 4.7.5) auf die doppelte Endkonzentration 

verdünnt, und je 100 µl dieser Lösung wird in drei Näpfe einer 96-Napf-Platte mit rundem Boden 

pipettiert. Ebenso muss 100 µl des Mediums als Negativkontrolle und 100 µl Concanavalin A 

(Endkonzentration: 5 µg/ml) als Positivkontrolle in Dreifachansätzen vorgelegt werden. Nach der 

Präparation der Milzzellen und Einstellung der Zellzahlen auf 2-4 x 106 Zellen /ml gibt man jeweils 

100 µl dieser Suspension zu den vorgelegten Lösungen hinzu. Je nach Antigen proliferieren die 

Zellen unterschiedlich schnell, daher muss man vorher die beste Proliferationszeit in einem 

Vorversuch austesten. Im Fall des in dieser Arbeit verwendeten Antigens KMP-11 wurden fünf 

Tage nach der Stimulation 25 µl radioaktiv-markiertes 3H-Thymidin (0,5 µCi / Napf) sowohl zu 

den Näpfen mit Antigen als auch zu den Näpfen mit Medium zugegeben. Die mit Concavalin A 

stimulierten Näpfe (und zusätzliche Mediumkontrollen) wurden dagegen schon am dritten Tag 
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nach der Stimulation radioaktiv markiert. 18 Stunden nach der 3H-Thymidin-Zugabe können alle 

Platten bei -20°C bis zur Messung eingefroren werden. 

Mit einem „Zell-Harvester“ werden die 96-Napf-Platten nach dem Auftauen geerntet, dabei wird 

die Zell-DNA jedes Napfes auf einen speziellen Filter transferiert. Je mehr Zellen in der Zeit nach 

der 3H-Thymidin-Zugabe proliferiert haben, desto mehr radioaktives 3H-Thymidin wird in die 

DNA eingebaut. Nach dem Trocknen dieser Filter werden sie in eine Folie mit Szintillationslösung 

eingeschweißt und in einem „beta-counter“ gemessen. Zur Auswertung bestimmt man die 

Mittelwerte der gemessenen „Counts per minute“ (Cpm) und errechnet den Quotienten aus dem 

Mittelwert der stimulierten Näpfe und dem Mittelwert der Medium-Näpfe (Stimulations-Index, SI). 

Dabei wird ein Stimulationsindex größer 2 als eine positive spezifische Proliferation gewertet. 

 
3H-Thymidin-Lösung:    20 µCi/ml 3H-Thymidin in RPMI (ohne FKS) 

 

 

4.8.8 IFN-γ und IL-2 ELISA 

 

Interleukin-2 (IL-2) als auch Interferon-γ (IFN-γ) eignen sich beide als Marker zur Detektion einer 

spezifischen Immunantwort. Beide Zytokine werden von T-Zellen produziert, wobei IL-2 von TH0-

, TH1- und einigen zytotoxischen T-Zellen (CTL) gebildet werden kann. IFN-γ wird ebenfalls von 

TH1- und zytotoxischen T-Zellen, aber auch von NK-Zellen produziert.  

24 Stunden nach der Stimulation der Milzzellen (siehe 4.8.5) werden die 96-Napf-Platten 

eingefroren und kurz vor der Durchführung des ELISA wieder aufgetaut. Zur Bestimmung der 

Konzentration von IL-2 und IFN-γ in den Zellkulturüberständen eignet sich das „BD OptEIATM 

Mouse IL-2 bzw. IFN- γ Set“. Da diese Sets sehr sensitiv arbeiten (IL-2 bis 3,1 pg/ml; IFN-γ bis 

31,1 pg/ml), sollte man sich exakt an die vom Hersteller vorgeschlagene Messprozedur halten: 

Maxisorb-Platten werden am Tag vor dem Test mit 100 µl „Capture Antibody“ in „Coating buffer“ 

beschichtet und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nachdem die Platten mit Waschpuffer gewaschen 

wurden, müssen die Näpfe mit 200 µl „Pharmingen´s Assay Diluent“ für eine Stunde geblockt 

werden. 

Aus dem in den Sets befindlichen Standards werden Verdünnungsreihen hergestellt; ebenso 

müssen die Überstände der Näpfe, welche mit Concavalin A stimuliert worden sind, mindestens 

1:10 mit „Pharmingen´s Assay Diluent“ verdünnt werden. 100 µl dieser Proben werden nun auf die 

Platten pipettiert und 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach weiteren Waschschritten gibt man 100 µl 

der „Working detector“ Lösung für eine Stunde in die Näpfe. In dieser Lösung befindet sich ein 

frisch hergestellter Komplex aus einem biotinyliertem „Detection Antibody“ und einem Avidin-

Peroxidase-Konjugat. Anschließend muss - je nach Set - besonders oft und gründlich gewaschen 

werden. Zuletzt wird eine Substrat-Mischung in den Näpfen inkubiert. Diese besteht aus zwei 
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Lösungen aus dem „TMB Substrate Reagent Set“, wobei in der einen Tetramethylbenzidine (TMB) 

und in der anderen H2O2 enthalten ist. 1 VT Lösung 1 wird mit 1 VT der Lösung 2 gemischt und 

von der Mischung werden 100 µl auf die Platten aufgetragen. Die blaue Farbreaktion erfolgt im 

Dunkeln und muss nach 30 min mit 50 µl 2 N H2SO4 gestoppt werden. Die Auswertung erfolgt 

dann durch die Messung der OD450 minus OD570, wobei die Zytokin-Konzentration der Proben mit 

Hilfe der doppelt-logarithmisch aufgetragenen Standardkurve kalkuliert werden können. 

 

„Coating buffer“:    0,1 M NaHCO3 

      0,1 M Na2CO3, pH 9,5 

 
Waschpuffer:     0,05 %(v/v) Tween 20 in 1x PBS 

 

 

4.8.9 anti-p60 und anti-KMP-11 ELISA 

 
Mit der hier beschriebenen Prozedur des „enzyme linked immuno sorbent assays” (ELISA) kann 

die Anwesenheit eines spezifischen Antikörpers qualitativ und quantitativ in Antikörper-lösungen 

oder Antiseren sehr sensitiv gemessen werden. Die hier beschriebene Prozedur ist an die der in 

4.8.8. beschriebenen Zytokin-ELISAs angelehnt. 

Maxisorb-Platten werden einen Tag vorher mit 100 µl gereinigtem KMP-11 oder p60 beschichtet. 

Dabei hat sich bei beiden Antigenen eine Konzentration von 2 µg/ml Protein in „Coating buffer" 

bewährt. Bei diesem und bei allen weiteren Inkubationsschritten müssen die Platten mit Folie 

abgedeckt werden. Nachdem das Protein über Nacht bei 4°C an den Kunststoff der Platten 

adsorbiert ist, werden diese dreimal mit Waschpuffer gewaschen und trockengeklopft. Danach 

werden 200 µl einer Blocklösung in die Platten gegeben, und nach einer Stunde Inkubationszeit 

können die Platte wie vorher beschrieben gewaschen werden. Nun gibt man 100 µl der zu 

untersuchenden Antiseren in einer Titrationsreihe (in Blocklösung verdünnt) auf die Platten, 

inkubiert 2 Stunden bei RT und wäscht wie beschrieben. Ein Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-

Maus-IgG-Zweitantikörper (Fa. Dianova) wird 1:20000 in Blocklösung verdünnt und 100 µl der 

Verdünnung werden in die Platten pipettiert. Nach einer Stunde Inkubationszeit folgt der letzte 

Waschschritt. Durch die Zugabe eines Chromogens können die Antigen-spezifischen Antikörper 

sichtbar gemacht werden. Dazu wird ebenfalls das „TMB Substrate Reagent Set“ der Fa. BD 

Pharmingen (siehe 4.8.8) verwendet. Die Inkubation richtet sich hier nach der Färbung und sollte 

vor dem Erreichen einer OD450 von 1,5-2,0 mit 2 N H2SO4 gestoppt werden. Gemessen wird die 

OD450 minus OD570. 

 
Beschichtungspuffer:    0,1 M NaHCO3 

      0,1 M Na2CO3, pH 9,5 
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Blocklösung:     1 VT FKS 

      1 VT 10x PBS (siehe 4.3.4) 

      8 VT H2Odeion. 

 

Waschpuffer:     0,05 %(v/v) Tween 20 in 1x PBS 

 

 

4.9 Spezielle Methoden 
 

4.9.1 Immunfluoreszenz Analyse von intrazellulären Listerien (Kuhn et al., 1990) 

 

Zur Anfärbung von intrazellulären Bakterien müssen die Wirtszellen vor der Infektion auf runden 

Deckgläsern kultiviert werden. Die Zellen werden analog der in Kapitel 4.7.5.2. beschriebenen 

Vorhehensweise infiziert, gewaschen und bis zum Ende des Versuchs in Gentamycin-haltigem 

RPMI/FKS inkubiert. Nachdem die infizierten Zellen zweimal mit PBS(Ca2+/Mg2+) und einmal mit 

PHEM gewaschen worden sind, permeabilisiert man die Zellen durch eine genau einminütige 

Zugabe von Triton/PHEM. Zur Fixierung der Zellen werden die Deckgläser in eine Glasschale 

überführt und für 3 min in kaltem Aceton bei -20°C inkubiert. Anschließend müssen die Präparate 

luftgetrocknet werden.  

Zur Immunfärbung wird ein Tropfen des verdünnten primären Antikörpers auf ein Stück Parafilm 

gegeben und das Deckglas für eine Stunde mit der Zell-beschichteten Seite nach unten darauf 

gelegt. Zum Waschen des Präparates eignet sich ein mit PBS gefülltes Becherglas, in dem das 

Deckglas einige Male vorsichtig geschwenkt wird. Nachdem man mit einem Streifen Blotting 

Papier das restliche PBS vom Präparat entfernt hat, wird das Präparat für 45 - 60 min auf einen 

Tropfen des mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Zweitantikörpers gelegt. Nach einem 

weiteren Waschschritt kann zur Visualisierung des zellulären Aktins eine Phalloidin-Färbung 

angeschlossen werden. Als besonders effizient hat sich eine 20-minütige Färbung der Präparates 

mit 1:50 verdünntem Phalloidin-TRITC herausgestellt. Dann muss das Präparat nochmals 

gewaschen werden. Zur Einbettung wird das Deckglas vorsichtig von überschüssigem PBS befreit 

und luftblasenfrei auf einen Objektträger mit ca. 5 µl Einbettmedium (Vectashield®, Fa. Vector 

Labs) aufgelegt. Dieses Einbettmedium ist speziell für die Fluoreszenzmikroskopie geeignet. Nach 

dem Entfernen der überschüssigen Flüssigkeit wird der Rand des Deckglases mit einem 

durchsichtigen Nagellack versiegelt. Es empfiehlt sich ein sofortiges Mikroskopieren und 

Fotografieren der Präparate, da nach ca. 1 bis 2 Tagen das Aktin-Netzwerk der Zellen degradiert. 

Alle Inkubationsschritte der Immunfärbung sollten in einer verschlossenen feuchten Kammer 

durchgeführt werden. 
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PHEM:     10 mM EGTA 

     1 mM MgCl2 

     60 mM PIPES 

     23 mM  HEPES 

 

Triton/PHEM:    0,25 %(v/v) Triton X-100 in PHEM 

 

 

4.9.2 Immunfluorenszenz-Analyse von extrazellulären Listerien 

 

Listerien sollten für eine Immunfärbung möglichst in einer vitalen Wachstumsphase verwendet 

werden. Daher werden die Bakterien bis ca. 180 KE in BHI-Medium kultiviert, zweimal mit PBS 

gewaschen und in PBS aufgenommen, wobei man die Bakterien auf die 10fache Zellzahl 

ankonzentrieren sollte. Runde Deckgläser werden mit einer Polylysin-Lösung für ca. 15 min 

beschichtet, anschließend zieht man die Lösung ab und trocknet die Deckgläser. 

Zur Adsorption der Bakterien kann man die ankonzentrierte Bakteriensuspension auf ein Stück 

Parafilm auftropfen, worauf für 10 min ein Deckglas gelegt wird. Anschließend muss dieses zur 

Fixierung der Bakterien für 30 min auf einen Tropfen mit einer frisch hergestellten 

Paraformaldehyd-Lösung überführt werden. Nachdem das Präparat durch mehrmaliges kurzes 

Eintauchen in PBS gewaschen wurde, folgt ein 15-minütiger Inkubationsschritt auf einem Tropfen 

mit 10 mM Glyzin, wobei das restliche Paraformaldehyd gequencht wird. Nach einem weiteren 

Waschschritt kann das Präparat für eine Stunde auf einen Tropfen mit dem verdünnten primären 

Antikörper aufgelegt werden. Die Inkubation mit einem sekundären Antikörper erfolgt 

anschließend nach der gleichen Vorgehensweise. 

Zur Visualisierung der Nukleoide kann das Präparat zusätzlich für 10 min mit einer 1 mM DAPI-

Lösung inkubiert werden. Die Einbettung der Bakterien erfolgt mit einer Mischung aus 1 VT 

Vectashield® Einbettmedium und 1 VT erwärmter „low-melting“ Agarose ( 1 %ig). 

 

Polylysin-Lösung:    0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in 1x PBS 

 

Paraformaldehyd-Lösung:   4 %(w/v) Paraformaldyhyd 

      30 mM Na3PO4 

        in H2Odeion., erhitzen (<100°C) 
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4.9.3 Kettenzerfallstest ( nach Kuhn und Goebel, 1989) 

 

Nach der Abzentrifugation einer L. monocytogenes Übernachtkultur wird dem gekühlten Überstand 

landsam 50% gemörsertes Ammoniumsulfat zugesetzt. Anschließend fällt man die Proteine eine 

Stunde lang unter Rühren auf Eis aus. Nach einer weiteren Abzentrifugation wird das erhaltene 

Pellet in 1/100 VT kaltem PBS resuspendiert und zweimal für zwei Stunden gegen kaltes H2Odeion. 

sowie für zwei Stunden gegen kaltes PBS dialysiert. Nach einer Sterilfiltration kann das Konzentrat 

für einen mittelfristigen Zeitraum bei 4°C gelagert werden. 

10 µl einer Bakterienkultur in der exponentiellen Phase werden mit 10µl Konzentrat oder 10 µl 

PBS als Kontrolle versetzt und für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Kettenlänge der Bakterien 

kann anschließend mittels Phasenkontrastmikroskopie beurteilt werden. Durch die Zugabe einer 

geringen Menge an Ethidiumbromidlösung können Einzelzellen in Bakterienketten besonders gut 

unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. 

 

50% Ammoniumsulfat:   29,1 g Ammoniumsulfat in 100 ml Überstand 

 

 

4.9.4 Lecithinase-Test 

 
Der Lecithinase-Test erfasst u.a. die Aktivität der L. monocytogenes Phospholipase B (PlcB). Eine 

Übernachtkultur der Bakterien wird dazu in BHI-Medium 1:100 verdünnt und bei 37°C kultiviert. 

Zu verschiedenen Zeiten entnimmt man jeweils 1 ml Kultur und zentrifugiert diese ab. 1,4 ml 

Saline-Lösung werden mit 0,4 ml Substrat-Lösung und 0,2 ml Kulturüberstand in einer Kunststoff-

Küvette gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 18-24 Stunden bei 37°C wird die OD510 dieses 

Ansatzes gemessen, wobei BHI-Medium als Nullwert verwendet wird. Dabei wird der Ansatz nicht 

geschüttelt. 

Eine Einheit Lecithinase-Aktivität ist definiert als 0,1 OD510. Die Substrat-Lösung kann vor der 

Zugabe von Natriumazid auf 42°C erwärmt werden, um die einzelnen Bestandteile zu lösen. 

Abhängig von der Charge der Substrat-Lösung kann deren Reaktivität stark schwanken, was man 

teilweise durch unterschiedlich lange Inkubationszeiten des Reaktionsansatzes wieder ausgleichen 

kann. 

 
Substrat-Lösung:    1,8 g Phosphatidylcholin (Lecithin) 

      1,25 g Natrium-Desoxycholat 

      50 µl 1 M ZnSO4, ad 50 ml H2Odeion. 

      50 mg Natriumazid, Lagerung bei 4°C 
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4.9.5 Herstellung eines Zymogramms 

 
Mit einem Zymogramm können in einer SDS-PAGE aufgetrennte Peptidoglykan-Hydrolasen in 

einem sogenannten Zellgel sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurden für die Proteine 

denaturierende, reduzierende Bedingungen gewählt. Zur Herstellung des Zellgels wird eine 

Übernachtkultur aus wildtypischen L. monocytogenes mit PBS gewaschen und für 30 min mit 

4%(w/v) SDS-Lösung in äquivalentem Volumen gekocht. Diese Suspension mischt man 0,2 %ig 

(v/v) in ein noch nicht erstarrtes Polyacrylamid-Gel (siehe 4.3.2), welches anschließend wie üblich 

zwischen zwei Glasplatten gegossen wird. 

Die zellulären Proteine sowie Überstandsproteine können wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben 

präpariert und in einer SDS-PAGE aufgetrennt werden. Dann legt man beide Gele übereinander 

und blottet sie zwischen jeweils drei in 1x Laufpuffer (siehe 4.3.2) getränkten Blotting Papieren für 

2 Stunden bei ca. 100 mA. Anschließend wird das Zellgel dreimal für 30 min mit Zymogramm-

Puffer gewaschen, eingeschweißt und bei 37°C solange inkubiert, bis einzelne klare Banden im 

Zellgel deutlich sichtbar sind. Je nach Peptidoglykan-Substrat kann dabei ein anderes 

Bandenmuster entstehen. Oftmals werden auch Zellen von Micrococcus lysodeicticus (M. luteus) in 

diesem Test verwendet. 

 
Zymogramm-Puffer:    25 mM Tris-HCl, pH 8,0 

      1 mM DTT 
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5. Ergebnisse 

 

5.1 Attenuierte Listeria-Stämme als Vektoren von „DNA delivery“ Systemen 

 

Ziel dieser Arbeit war, Listeria monocytogenes Stämme als Vektoren zur Übertragung von 

eukaryotischen Expressions-Plasmiden (Gentransfer-Plasmiden) in das Zytosol von Zellen 

einzusetzen. Dabei wurden unter anderem verschiedene in vivo Anwendungen geplant wie die 

Vakzinierung eines Wirtes durch eine Infektion mit L. monocytogenes gegen ein Antigen, welches 

als cDNA auf diesem Gentransfer-Plasmid vorhanden war. Für eine in vivo Anwendung muss der 

als Vektor verwendete Listerien-Stamm den Wirt zwar infizieren und die Plasmid-DNA in 

geeignete Wirtszellen einschleusen können, darf aber keine krankmachenden Eigenschaften mehr 

besitzen. Vielmehr müssen seine virulenten Eigenschaften, die den Wirtsorganismus schädigen 

würden, attenuiert sein. 

In den vorangegangenen Arbeiten zu diesem Projekt wurde für in vitro Gentransfer-Experimente 

die Virulenz-attenuierte Mutante L. monocytogenes ∆2 benutzt (Dietrich et al., 1998), welche 

Deletionen in den Genen mpl, actA und plcB besitzt (Hauf et al., 1997). Dieser Stamm erreicht 

zwar das Zytosol der Wirtszellen gleichermaßen wie ein wildtypischer Listeria-Stamm, ist aber 

stark beeinträchtigt in seiner intra- und interzellulären Motilität in diesen Zellen (hauptsächlich 

durch die actA-Deletion), was sich u.a. in einer um 3 Log Stufen höheren LD50 in BALB/c Mäusen 

äußert. 

In der vorliegenden Arbeit wurde sich auf die Untersuchung der L. monocytogenes 

Deletionsmutanten ∆actA und ∆iap als Vektoren verschiedener „DNA delivery“ Systeme 

konzentriert (siehe Kapitel 5.2.4). Während die actA-Deletion in vielen Arbeiten schon ausführlich 

beschrieben worden ist (zusammengefasst in Cossart und Lecuit, 1998), wurde mit der ∆iap-

Deletionsmutante in dieser Arbeit ein neuer Stamm konstruiert, welcher im nächsten Abschnitt 

zunächst umfassend charakterisiert wird. 
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5.1.1 Charakterisierung des Stammes L. monocytogenes ∆iap  

 

5.1.1.1 Konstruktion der L. monocytogenes Deletionsmutante ∆iap  

 

Die von dem Gen iap kodierte Mureinhydrolase p60 wurde erstmals 1989 von Kuhn und Goebel 

als ein in die Invasion von Fibroblasten involviertes Protein beschrieben und als ein essentielles 

Protein von L. monocytogenes betrachtet (Wuenscher et al., 1993).  

Daher wurde die Deletion von iap in dieser Arbeit zunächst zur Konstruktion eines „Balanced-

lethal“ Systems (siehe 5.2.1) geplant. Bei diesem System sollte iap im Chromosom von L. 

monocytogenes deletiert werden, während man eine p60-Expressions-Kassette auf einem Vakzine-

Plasmid inseriert wollte. Dadurch wurde eine stabile Bindung des Plasmides an diesen p60-

defizienten Listeria-Stamm erwartet. 

Zur Komplementation von p60 während der Deletion wurde zunächst das Plasmid pFLO118p60 

(Steigerwald, 1998) verwendet. Auf diesem Plasmid befand sich neben einer Phagenlysin-Kassette 

(PactA-SPactA-ply118, siehe 5.2.1.7) auch eine funktionelle iap-Transkriptionseinheit, welche die 

kodierende Sequenz sowie die Promotor- und Terminatorregion von iap umfasste. Nach 

Transformation des Plasmides in den B. Subtilis Stamm DB104 und in L. monocytogenes RIII 

(SLCC 5779) konnte mit Western Blot Analyse (unter Verwendung des MAK K3A7) in beiden 

Stämmen die Expression von Plasmid-kodiertem p60 nachgewiesen werden.  

Bei der Planung einer Deletion von iap unter Verwendung von pFLO118p60 als 

Komplementations-Plasmid wurde der zu deletierende Bereich auf dem Genom so gewählt, dass 

zur Vermeidung von Rekombinationen nach Deletion keine homologen Sequenzen zwischen dem 

Genom und dem Plasmid pFLO118p60 mehr existieren. 

Daher wurde das für die Deletions-Mutagenese benötigte ∆iap-Mutagenese-Plasmid pLSV-C2+D 

folgendermaßen hergestellt: Mit den Oligonukleotiden p60DELforC2 und p60DELrevC wurde das 

stromaufwärts vom Deletions-Locus gelegene Fragment p60DELC2 (320 bp) amplifiziert; die 

Oligonukleotide p60DELforD und p60DELrevD dagegen wurden zur Herstellung des 

stromabwärts vom Deletions-Locus gelegenen Fragmentes p60DELD (434 bp) benutzt. Beide 

Fragmente wurden mit PspAI gespalten, miteinander ligiert und nochmals zur Weiterklonierung 

mit den Oligonukleotiden p60DELforC2 und p60DELrevD vervielfältigt. Das daraus neu 

entstandene Fragment, p60DELC2+D, konnte nach Restriktion mit EcoRI und BamHI in den 

ebenfalls mit diesen Enzymen linearisierten Vektor pUC18 inseriert werden. Aus diesem Vektor 

wurde das Fragment nochmals im Klonierungswirt E. coli vervielfältigt, anschließend mit EcoRI 

und BamHI herausgespalten und in das Mutagenese-Plasmid pLSV1 subkloniert, resultierend in 

pLSV-C2+D. 
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Das Mutagenese-Plasmid pLSV1 trägt neben einem Erythromycinresistenz-Gen sowohl einen 

Gram-negativen als auch einen Gram-positiven, Temperatur-sensitiven Replikations-Ursprung, was 

zur Folge hat, dass pLSV1-Derivate in Gram-positiven Bakterien bei 30°C gut und bei 43°C nicht 

repliziert werden können (Wuenscher et al., 1991). Daher wurde das iap-Mutagenese-Plasmid 

pLSV-C2+D nach Transformation in L. monocytogenes EGD Sv1/2a sofort bei 30°C und 5 µg/ml 

Erythromycin weiterkultiviert. Klone, bei denen das Mutagenese-Plasmid durch homologe 

Rekombination ins Chromosom der Bakterien integriert worden ist, sind durch weitere 

Kultivierung bei 43°C durch Erythromycin-Selektion isoliert und mit Hilfe eines PCR-

„Screenings“ weiter bestätigt worden. Ein einzelner Klon mit integriertem Mutagenese-Plasmid 

wurde anschließend kompetent gemacht und mit dem Komplementations-Plasmid pFLO118p60 

transformiert.  

Aus diesem Stamm konnte nach weiteren Passagen in Erythromycin-freiem Medium bei 30°C 

durch PCR-Analyse eine Erythromycin-sensitive ∆iap-Deletionsmutante, welche in trans mit iap 

komplementiert war, gefunden werden (Abbildung 5.1). Die chromosomale Deletion von iap 

konnte zusätzlich durch Sequenzierung der die Deletion umfassenden Region eindeutig bestätigt 

werden. 

 
 Wt ∆iap

Abbildung 5.1: PCR-Analyse mit den 
Oligonukleotiden p60-A und p60-D3 zu 
Identifizierung der iap-Deletion im Genom von L. 
monocytogenes. Als Matrize wurde genomische 
DNA des Wildtyps und von ∆iap verwendet. 
 

 

Anschließend wurde eine Stabilitäts-Bestimmung des Plasmides pFLO118p60 in der 

Deletionsmutante ∆iap durchgeführt, dazu wurde zunächst der isogene L. monocytogenes Wildtyp 

(EGD Sv1/2a) ebenfalls mit einen pFLO-Derivat (pFLO118) transformiert, auf dem das gleiche 

Phagenlysin-Konstrukt wie auf pFLO118p60 kodiert ist. L. m. EGD/ pFLO118 und L.m. ∆iap/ 

pFLO118p60 wurden zunächst über Nacht in BHI-Medium mit 5 µg/ml Tetracyclin kultiviert und 

anschließend 1:100 in BHI-Medium ohne Antibiotikum verdünnt (im Dreifachansatz). Nach 0, 8, 

24, 48 und 96 h sind Verdünnungen dieser Langzeitkulturen auf BHI-Agar ausplattiert und die 

Klone für weitere 24 h kultiviert worden. Von jeder Platte wurden zur Kontrolle der verbliebenen 

Tetracyclin-Resistenzen 50 Kolonien auf BHI-Agar-Platten mit Tetracyclin überführt. 

Wie in Abbildung 5.2 zu sehen ist, konnte man sowohl bei den wildtypischen Listerien als auch bei 

∆iap bis zu ca. 30 % Tetracyclin-sensitive Kolonien finden, was bei beiden Stämmen auf einen 

gleichwertigen Plasmid-Verlust hindeutet. Dies war ein erster Hinweis darauf, dass Listerien 

anscheinend auch ohne eine Kopie von iap überleben und wachsen können. 

Spätere, analog durchgeführte iap-Deletionsmutagenesen in anderen L. monocytogenes-Stämmen 

(p∆5, ∆inlGHE, ∆trpS/ pFLO-trpS), welche ohne die Verwendung eines p60-Komplementations-
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Plasmides durchgeführt worden sind, belegten dabei deutlich, dass die Deletion von iap prinzipiell 

auch ohne Komplementation in trans funktioniert. 

 
Abbildung 5.2: Segre-
gationsstabilität von p60-
kodierenden Plasmiden in 
L. monocytogenes EGD 
Wildtyp und ∆iap. 
 

 

 

 

 

 

 

5.1.1.2 Nachweis der Expression von p60 in ∆iap, mit und ohne p60-Komplementation in trans 

 

Zur Verifizierung der Inaktivierung von p60 in ∆iap wurden die Stämme ∆iap/ pFLO118p60 

(original) vor Verlust des Komplementations-Plasmides, ∆iap nach Verlust des Plasmides und 

∆iap/ pFLO118p60 (neu) nach erneuter Transformation des Plasmides auf Expression von p60 im 

Vergleich zum Wildtyp hin untersucht. Der Nachweis des Proteins p60 gelingt am einfachsten 

durch eine Western Blot-Analyse unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers K3A7, 

welcher gegen das Epitop „QQQTAPKAPTE“ von p60 gerichtet ist.  

Von Übernachtkulturen der Stämme L. monocytogenes EGD (Wt), ∆iap, ∆iap/ pFLO118p60 

(original) sowie ∆iap/ pFLO118p60 (neu) wurden sowohl zelluläre Proteine als auch 

Überstandsproteine präpariert. Von diesen Präparationen wurden anschließend äquivalente Mengen 

an Proteinen in einer Western Blot-Analyse untersucht (Abbildung 5.3). 

Im Überstand (ÜS) der Übernachtkultur, aber nicht im Pellet (P) der wildtypischen Bakterien, ließ 

sich sehr hohe Menge an p60-Protein nachweisen, dagegen konnte sowohl im Überstand als auch 

im Pellet des Stammes ∆iap gar kein p60 detektiert werden. Interessanterweise schien die 

Komplementation von iap auf dem Plasmid pFLO118p60 nicht die natürliche Expressionsrate des 

Wildtyps zu erreichen, obwohl durch dieses Plasmid in einem Bakterium mehrere Kopien von iap 

inklusive der eigenen Promotorregion vorhanden sind. Dieser Befund konnte später mit anderen 

p60-Komplementations-Plasmiden bestätigt werden. 

Ein ähnlicher Western Blot ist schon 1991 von Köhler et al. gezeigt worden. In diesem Experiment 

wurde die Raumutante RIII, welche nur sehr wenig p60 im Vergleich zum Wildtyp exprimiert 

(Kuhn et al., 1989), mit einem Multi-Kopien- p60-Expressions-Plasmid ausgestattet. Obwohl die 

Menge der iap-mRNA in diesem Stamm anstieg, erreichte die p60-Expression nicht den Level des 
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Wildtyps. Es scheint daher, dass p60 bei den früheren und bei den hier durchgeführten 

Komplementations-Versuchen nicht in trans komplementiert werden konnte. 
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60
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60
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60
-

 

 

 

Abbildung 5.3: Detektion von p60 durch Western 
Blot-Analyse von zellulären (P) und 
Überstandsproteinen (ÜS) verschiedener Listeria-
Stämme. 
 

 

 

 

 

 

5.1.1.3 Konstruktion einer iap+ Revertante zur Komplementation von ∆iap  in cis  

 

Wie in Kapitel 5.1.1.2 beschrieben wurde, konnte die p60-Expression von ∆iap in trans durch die 

Einführung eines p60-Expressions-Plasmides nicht ausreichend komplementiert werden. Da für die 

weitere Charakterisierung der ∆iap-Deletionsmutante aber ein vollständig komplementierter 

Stamm hilfreich wäre, wurde eine chromosomale Reversion des deletierten Bereiches in ∆iap 

geplant. Diese Reversion ließ sich - analog der Konstruktion von ∆iap - am einfachsten durch eine 

Mutagenese mit doppelter homologer Rekombination eines Mutagenese-Plasmides und der 

chromosomalen Zielsequenz ausführen. 

Das Mutagenese-Plasmid pLSV-C2iapD zur Komplementierung von p60 in cis wurde wie folgt 

hergestellt: Mit den Oligonukleotiden p60DELforC2 und p60DELrevD wurde ein 2373 bp großes 

Reversions-Fragment amplifiziert, welches sowohl die stromauf- und abwärts gelegenen 

Deletionsfragmente p60DELC2 und p60DELD sowie den iap-Deletions-Locus umfasst (siehe 

5.1.1.1). Dieses Fragment wurde über die Schnittstellen EcoRI und BamHI zuerst in pUC18 

kloniert und dann in pLSV-1 subkloniert. pLSV-C2iapD wurde anschließend in den Stamm ∆iap 

transformiert und nach Selektion mit Erythromycin bei 43°C ließ sich ein Klon mit Plasmid-

Insertion isolieren. Nach weiteren Passagen und Selektion ohne Erythromycin bei 30°C konnten 

mittels PCR-„Screening“ die positive iap+ Revertante Rev1 gefunden werden.  

Dieser Stamm wurde anschließend mit Southern und Western Blotting analysiert (Abbildung 5.4). 

Chromosomale DNA des Wildtyps, von ∆iap und von Rev1 wurde mit dem Restriktionsenzym 

HpaII gespalten, elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Mit einem 500 bp-Fragment aus dem 

iap-Gen als Sonde konnte iap anschließend sowohl im wildtypischen Stamm als auch in Rev1 

nachgewiesen werden. Nach Western Blot Analyse der Überstandsproteine dieser drei Stämme 
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zeigte sich allerdings, dass Rev1 trotz vorhandenem Gens kein p60 exprimierte. Die nachträgliche 

Sequenzierung von iap in diesem Stamm und auch auf dem Mutagenese-Plasmid pLSV-C2iapD 

ergab, dass an Position 908 (Nummerierung nach GenBank Sequenz Nr. X52268) ein A im 

Leserahmen fehlte, was theoretisch zu einem Abbruch der Translation nach 173 Aminosäuren 

führt. Interessanterweise konnte nach Transformation des Plasmides pLSV-C2iapD(∆A908) in E. 

coli DH10b und L.m. ∆iap dennoch mit eine leichte Expression von komplettem p60 mit dem 

monoklonalen Antikörper K3A7 detektiert werden. 
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Abbildung 5.4: Southern Blot (A) und Western Blot (B) Analyse von 
L. monocytogenes Wildtyp, ∆iap und Rev1. Die Southern Blot 
Analyse wurde mit HpaII-restringierter chromosomaler DNA und 
einem 500 bp-Fragment aus dem Leserahmen von iap als Sonde 
durchgeführt. Beim Western Blot wurden Überstandsproteine mit 
dem monoklonalen Antikörper K3A7 gefärbt. 
 

 

ur Korrektur dieser Punkt-Mutation in iap wurde davon abgesehen, dasselbe Mutagenese-Plasmid 

it der kompletten iap-Sequenz (incl. iap-Promotor) nochmals zu konstruieren, da anscheinend die 

xpression von p60 in E. coli öfter zu Mutationen im iap-Gen führt, was evtl. auf seine Toxizität 

ür E. coli-Zellen zurückzuführen ist. Daher wurde mit den Oligonukleotiden iap-repair-for und 

ap-repair-rev ein 571 bp großes, die Mutationsregion überspannendes Fragment über die 

chnittstellen EcoRI und BamHI in pLSV-1 kloniert, wodurch das neue Mutagenese-Plasmid 

LSV-repair entstand. 

ieses Plasmid wurde in den Stamm Rev1 transformiert und das integrierte Plasmid bei 43°C 

elektioniert. Da man eine Punktmutation nur schwer mit PCR Analyse detektieren kann, wurde 

ur Suche nach Klonen mit intakter iap-Sequenz ein Kolonie-Immunoblot unter Verwendung des 

nti-p60 Antikörpers K3A7 durchgeführt. Auf diese Weise konnte sehr einfach ein vollständig 

evertierter Klon isoliert werden, welcher mit L. monocytogenes iap+ bezeichnet worden ist.  

erdünnungsreihen von Überstandsproteinen der drei Stämme L. monocytogenes EGD Wildtyp, 

iap und iap+ wurden in einer Western Blot Analyse zum einen mit dem anti-p60-MAK K3A7 

nd zum anderen mit einem murinen Antiserum gegen Listeria-Lysat gefärbt. Letzteres diente 

abei zur Evaluierung der aufgetragenen Proteinmenge. Diese Blots sind in Abbildung 5.5 gezeigt 

nd man erkennt deutlich, dass der p60-Expressionslevel der Revertante iap+ bei gleicher 

esamtproteinmenge exakt den des Wildtyps erreicht. Somit wurde gezeigt, dass p60 in der ∆iap-

eletionsmutante nicht in trans sondern nur in cis komplementiert werden kann. 
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 Wt ∆iap iap+

 
Abbildung 5.5: Western Blot Analysen zur 
Evaluierung der p60 Expression in den Stämmen 
L. monocytogenes EGD (Wt), ∆iap und iap+. 
Überstandsproteine von Bakterien in der späten 
exponentiellen Wachstumsphase wurden in den 
Verdünnungen 1:1, 1:5, 1:20 und 1:100 
aufgetragen. (A) Immunfärbung mit anti-p60-
MAK K3A7 und (B) mit Antiserum gerichtet 
gegen Listeria-Lysat. 
 

 

 

 

 

 

 

5.1.1.4 Zell-Morphologie von L. monocytogenes ∆iap 

 

Das Gen iap kodiert für die Mureinhydrolase p60, welche eine Rolle in einem späteren Schritt 

Zellteilung zu haben scheint (Wuenscher et al., 1993). Diese Charakterisierung konnte mit Hilfe 

der L. monocytogenes Raumutante RIII (Potel und Schulze-Lammers, 1985) erstellt werden, 

welche p60 nur in geringer Menge exprimiert und beim Wachstum lange Ketten (bis 70 µm) mit an 

den Septen zusammenhängenden Einzelzellen bildet, was sich in dem Phänotyp einer rauen 

Kolonieform äußert. Da die Zugabe von p60 oder eine Ultraschallbehandlung bei RIII zu einer 

Reduktion der Kettenlänge führt (Kuhn und Goebel, 1989), scheint das p60 Protein besonders 

relevant bei der Trennung der Septen am Ende des Zellteilungszyklus zu sein. 

Die Morphologie der ∆iap-Deletionsmutante unterscheidet sich aber von der der Raumutante RIII. 

Die Kolonien von ∆iap erscheinen im Lichtmikroskop weder ganz glatt wie wildtypische Kolonien, 

noch sind sie so rau wie die von RIII (Abbildung 5.6). 
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Abbildung 5.6: Kolonieränder der Stämme L. monocytogenes EGD (Wt), ∆iap und RIII. 
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In der exponentiellen Wachstumsphase erscheinen einzelne Bakterien von ∆iap als kurze Ketten 

(Abbildung 5.7 A), welche sehr oft in der Mitte abgeknickt erscheinen. Größenmessungen 

einzelner Bakterien in Raster-Elektronenmikroskopischen Aufnahmen ergaben eine 

durchschnittliche Länge von 3,9 µm (+/-1,5 µm); im Gegensatz dazu beträgt die durchschnittliche 

Länge von exponentiell wachsenden, wildtypischen Bakterien 1,8 µm (+/- 0,3 µm) und von denen 

der iap+ Revertante ebenfalls 1,8 µm (+/- 0,4 µm). Während wildtypische und iap+ Bakterien in 

dieser Wachstumsphase hauptsächlich aus zwei noch verbundenen Einzelzellen bestehen, wird die 

kurze Kette der iap-negativen Bakterien durchschnittlich aus 4-8 Einzelzellen gebildet.  

In der stationären Wachstumsphase und in einer Übernachtkultur sind die Ketten von ∆iap schon 

etwas kürzer als in der exponentiellen Phase, aber erst in einer 36 Stunden alten Kultur erreichen 

die einzelnen Zellen von ∆iap annähernd die Länge von Zellen des Wildtyps und der iap+ 

Revertante (Abb. 5.7 A). 

Bei der ∆iap-Mutante konnte auch beobachtet werden, dass nach der Septum-Bildung keine 

Kontraktion der Septen zur Bildung abgerundeter Pole stattfindet (Abb. 5.7 C), so dass bei Raster-

Elektronenmikroskopischen Aufnahmen kaum Einschnürungen in den Zellketten zu erkennen sind 

(Abb. 5.7 B). Dafür können aber unregelmäßige Bruch- oder Reißstellen zwischen sich teilenden 

Zellen beobachtet werden (Abb. 5.7 B, Pfeile). Daher entsteht der Eindruck, dass die ∆iap-Mutante 

nicht mehr zur Septum-Einschnürung fähig ist, sondern dass sich die Zellen durch einen 

Brechvorgang voneinander trennen. Als Resultat entstehen nach der Zellteilung abgeflachte Pole 

(Abb. 5.7 B, markiert mit Pfeilspitzen). Die iap+ Revertante dagegen zeigt bezüglich der Septum-

Bildung keinerlei Unterschiede zum Wildtyp. 

Die Länge einer einzelnen Bakterienzelle während des Zellwachstums und die Bildung des 

Septums in der Mitte der Zelle unterliegen beide normalerweise einer strengen Regulation (Harry, 

2001). Die zwei bei wildtypischen und iap+ Bakterien meist noch verbundenen Einzelzellen 

wurden daher gemessen und ihr mittlerer Variationskoeffizient (s. Anhang) zueinander berechnet. 

Wildtypische Zellen variierten bei diesen Messungen nur um 6,4 % zueinander, während Zellen 

des iap+ Stammes einen Variationskoeffizienten von 17,2 % besaßen. Man konnte bei einzelnen 

Zellen dieses Stammes deutlich eine Deregulation der Zelllänge beobachten: u.a. waren sehr kleine 

Zellen über ein Septum mit einer viel längeren Zelle verbunden. Da bei ∆iap im Raster-

Elektronenmikroskop auf Grund der nur schwach erkennbaren Septen keine Einzelzell-Längen 

messbar waren, konnten mit diesem Stamm keine vergleichbare statistische Auswertung gemacht 

werden. Messungen von Schnitten durch ∆iap-Bakterienzellen ergaben aber bezüglich der 

Einzelzell-Länge einen Variations-Koeffizienten von ca. 20 %. 
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Abbildung 5.7: Lichtmikroskopische (A), Raster-Elektronenmikroskopische (B) und Transmissions-Elektronen-

mikroskopische (C) Aufnahmen von L. monocytogenes Wildtyp (Wt), ∆iap und iap+. Pfeile zeigen auf Bruchstellen bei 

der Zellteilung von ∆iap, Pfeilspitzen auf abgeflachte Pole. 
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5.1.1.5 Kettenzerfall von ∆iap mit gereinigtem p60, Wildtyp-Überstandsproteinen oder Ultraschall  

 

Wie schon in Kapitel 5.1.1.4 erwähnt, führte die Behandlung der Raumutante RIII mit p60 Protein 

oder Ultraschall zu teilweisem Zerfall der von diesem Stamm ausgebildeten Zellketten (Kuhn und 

Goebel, 1989). Da die ∆iap-Mutante ausschließlich p60-defizient sein sollte, müsste eine 

Behandlung mit gereinigtem p60 ebenfalls zu einem Zerfall der kurzen Ketten in Einzelzellen 

führen. 

Die Herstellung von reinem p60 erfolgte über rekombinante Expression in E. coli M15[pREP4]. 

Mit den Oligonukleotiden p60His-for und p60His-rev wurde die kodierende Sequenz von p60 ohne 

Signalpeptid in den Expressionsvektor pQE30 kloniert. Ca. 90 mg p60His konnte nach Expression 

in einer 2 l Kultur, Aufreinigung über den His-„tag“ mit Nickel-Chelat-Affinitätschromatografie 

und anschließender Dialyse gegen PBS hergestellt werden (Abbildung 5.8). 

 

 
Abbildung 5.8: Expression von p60His, SDS-PAGE nach Coomassie-Färbung. 

Proben: nicht induzierte (-) und induzierte (+) E. coli M15[pREP4] x pQE30-

p60, lysierte Expressionskultur, Eluat mit p60His, Durchlauf vor Elution. 

 

 

Wildtypische und ∆iap Bakterien wurden zunächst in BHI-

Medium bis zum Beginn der stationären Phase kultiviert. Dann 

wurde 1 ml dieser Kulturen mit je 100 µl p60His 

(Konzentrationen: 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml und 1 mg/ml) oder 

PBS als Kontrolle versetzt und für mehrere Stunden bei 37°C im 

Heizblock inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die 

Bakterien mikroskopiert und fotografiert. 

Bei diesem Experiment konnte ein teilweiser Zerfall der Ketten von ∆iap nach einer Stunde 

Inkubation mit 100 µl p60His in der Konzentration 0,01 mg/ml induziert werden (Abbildung 5.9 

A), aber eine komplette Suspension aus Einzelzellen – vergleichbar mit dem Wildtyp - wurde 

durch die Zugabe des Proteins nicht erreicht. Wildtypische Bakterien schienen unbeeinflusst von 

der Zugabe des Proteins zu bleiben. 

Um zu überprüfen, ob die kurzen Ketten der ∆iap-Deletionsmutante für einen vollständigen Zerfall 

zusätzlich zum p60 Protein eventuell noch andere Proteine aus dem L. monocytogenes Wildtyp-

Überstand benötigen, wurde ein Kettenzerfallstest (Kuhn und Goebel, 1989) mit wildtypischen 

sowie mit ∆iap -Überstandsproteinen durchgeführt. Dazu wurden mit Ammoniumsulfat gefällte 

Überstandsproteine dieser Stämme zu ∆iap und als Kontrolle zu WtR8 gegeben, wobei WtR8 eine 

neue, von L. monocytogenes EGD Sv1/2a abstammende Raumutante ist, welche ähnlich wie RIII 

lange Ketten mit eingezogenen Septen ausbildet und reduzierte Mengen an p60 exprimiert. Die 
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Überstandsproteine des L. monocytogenes Wildtyps – aber nicht die von ∆iap - konnten in diesem 

Experiment nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 37°C zwar die langen Ketten der 

Raumutante WtR8 zerfallen lassen, hatten aber auf die Morphologie von ∆iap kaum einen Einfluss 

(Abbildung. 5.9 B). 

Zusätzlich zu den Protein-abhängigen Zerfalls-Experimenten wurden exponentiell wachsende 

Bakterien des Stammes ∆iap mit einer Ultraschallspitze beschallt und in Intervallen von ca. 10 sec 

wurden die Bakterienzellen nach Zugabe von Ethidiumbromid (zur Darstellung der Einzelzellen) 

unter dem Mikroskop betrachtet. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Bakterien mit 

zunehmender Beschallungsdauer vermehrt abgetötet wurden, was durch eine Deformation der 

Zellen sichtbar wurde. Die kurzen Ketten der ∆iap-Deletionsmutante konnten durch die 

Beschallung aber nicht zu Einzelzellen, sondern nur zu noch kürzeren Ketten aus ca. 2-4 

aneinanderhängenden Zellen und Zelldetritus reduziert werden (Abbildung 5.9 C). 

Zusammengefasst können die kurzen Ketten von ∆iap teilweise mit gereinigten p60 oder 

Ultraschall zerstört werden, es wurde aber mit keiner Methode eine Reduktion der Zelllänge auf 

Wildtyp-Niveau erreicht. Nach der Zugabe von p60His war der Zerfall stark abhängig von der 

Konzentration des Proteins, daher könnte ein optimaler Kettenzerfall von ∆iap eventuell durch eine 

Veränderung der Konzentration der Überstandsproteine herbeigeführt werden. 
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Abbildung 5.9: Kettenzerfall von 
∆iap durch p60His (A), 
wildtypischen Überstandsprotei-
nen (B) oder Ultraschall-Behand-
lung (C). 
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5.1.1.6 Replikation von ∆iap in BHI-Medium und im Zytosol von Makrophagen 

 

Zur Untersuchung einer möglichen Virulenz-Attenuation der Deletionsmutante ∆iap gehört u.a. die 

Charakterisierung der intrazellulären Replikationsfähigkeit dieses Stammes in Wirtszellen. Zuvor 

wurde aber untersucht, ob dieser Stamm in einem Vollmedium wie BHI einen Wachstumsnachteil 

besitzt, da für eine Infektion von Zellen Bakterien zuerst in diesem Medium gezüchtet und auf eine 

definierte Lebendzellzahl eingestellt werden müssen. Übernachtkulturen der Stämme L. 

monocytogenes EGD (Wt) und ∆iap wurden zunächst 1:100 in BHI-Medium verdünnt und bei 

37°C in Doppelansätzen kultiviert. In Zeitintervallen von jeweils einer Stunde wurde die OD600 

(optische Dichte bei 600 nm) der einzelnen Kulturen bestimmt. Wie in Abbildung 5.10 A zu sehen 

ist, kann ∆iap in BHI-Medium mit der gleichen Geschwindigkeit und bis zur gleichen Zelldichte in 

der stationären Phase wachsen wie der wildtypische Listeria-Stamm. Zusätzlich zur OD600 wurden 

auch die Lebendzellzahlen im Verlauf einer wachsenden Kultur beider Stämme bestimmt. Dabei 

lagen die Lebendzellzahlen von ∆iap bei gleicher OD600 deutlich unter denen des Wildtyps, was 

auf die besondere Eigenschaft des Stammes zurückzuführen ist, als kurze Ketten mit an den Septen 

zusammenhängenden Einzelzellen zu wachsen. 

Erste Infektionsversuche mit der murinen Makrophagen-Zell-Linie J774.A1 als professionell 

phagozytische Wirtszelle und Bakterien, welche bis zu einer mittleren exponentiellen Phase 

kultiviert worden sind, zeigten überraschende Ergebnisse: Bei Verwendung einer definierten 

Lebendzellzahl an wildtypischen und ∆iap Bakterien in einem Infektionsansatz wurden nach einer 

einstündigen Infektion der Wirtszellen und einer anschließenden einstündigen Inkubation der 

Zellen mit Gentamycin-haltigem Medium (50 µg/ml Gentamycin) insgesamt immer ca. dreimal 

mehr intrazelluläre ∆iap Bakterien als wildtypische Bakterien detektiert. 

Makrophagen sind professionelle phagozytierende Zellen, daher wurde angenommen, dass sich die 

Aufnahme beider Bakterienstämme von diesen Zellen quantitativ nicht unterscheiden kann, und es 

gab auch keinerlei Hinweise darauf, dass Makrophagen ∆iap Bakterien bevorzugt aufnehmen. Aus 

diesem Grund wurde vermutet, dass die kurzen Ketten dieses Stammes in einem Kompartiment der 

Wirtszelle zerfallen, was nach Ausplattierung dieser zerfallenen Bakterien zu unvergleichbar hohen 

intrazellulären Lebendzellzahlen führen würde. Da nach einer Kulturdauer von 36 Stunden 

Bakterien der ∆iap Deletionsmutante annähernd die gleiche Zellgröße wie der Wildtyp erreichen 

und somit nicht weiter zerfallen können (siehe 5.1.1.4), wurden für weitere Infektionsversuche alle 

Bakterienstämme für 36 Stunden in BHI-Medium kultiviert. 

Zur Bestimmung der intrazellulären Replikationsrate wurden Zellen der Makrophagen-Zell-Linie 

J774.A1 mit (für 36 Stunden kultivierten) Bakterien des Listeria Wildtyps sowie der ∆iap 

Deletionsmutante für eine Stunde infiziert, gewaschen und für die restliche Versuchsdauer mit 

Gentamycin-haltigem Medium (50 µg/ml) inkubiert, wobei die „multiplicity of infection“ (MOI) 

bei diesem Versuch auf ca. 1 eingestellt worden ist. Zwei, 3, 4 und 5 Stunden nach Infektion 
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konnten die Anzahlen der intrazellulären Bakterien pro Infektionsansatz durch das Ausplattieren 

der Zell-Lysate bestimmt werden. Parallel zu dieser Versuchsanordnung wurden auf Deckgläsern 

kultivierte J774.A1 Zellen ebenfalls mit beiden Stämmen infiziert. Diese Zellen wurden 2, 3, 4 und 

5 Stunden nach Infektion fixiert und mit Giemsa-Lösung gefärbt. Anschließend erfolgte die 

lichtmikroskopische Auswertung der Präparate, wobei für jeden Zeitpunkt die durchschnittliche 

Anzahl von einzelnen Bakterienzellen in einem Makrophagen ausgezählt worden ist.  

Mit beiden Methoden konnte ein übereinstimmendes Ergebnis erhalten werden: Ausgehend von 

Bakterien, welche zuvor 36 Stunden in BHI-Medium kultiviert worden sind, entsprach zum einen 

die intrazelluläre Bakterienzahl und zum anderen auch die Replikationsrate von ∆iap der des 

Wildtyps, d.h., es konnten zu jeden Zeitpunkt nach Infektion eine vergleichbare Anzahl an 

intrazellulären Bakterien in den Makrophagen detektiert werden (Abbildung 5.10 B). Nach 

Auszählung der mit Giemsa angefärbten Bakterien konnten ebenfalls zu jedem Zeitpunkt eine 

vergleichbare Anzahl an einzelnen Bakterienzellen mit einer Makrophagenzelle kolokalisiert 

werden (Abbildung 5.10 C), dabei erschienen die Zellen von ∆iap zwischen 3-5 Stunden nach 

Infektion insgesamt etwas länger zu sein, was darauf hindeutet, dass sich die bereits beschriebenen 

kurzen Ketten der ∆iap-Deletionsmutante auch intrazellulär bilden. 

 

 A

Abbildung 5.10: Extrazelluläres 
Wachstum in BHI-Medium (A) und 
intrazelluläre Replikation (B, C) in 
Makrophagen von ∆iap im Vergleich 
zum Wildtyp.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.1.7 Expression verschiedener Virulenz-Proteine  

 

Der Einfluss von p60 auf die Virulenz von L. monocytogenes kann durch die Infektion von 

Wirtszellen oder durch in vivo Infektion von Mäusen mit iap-defizienten Bakterien untersucht 

werden. Eine wichtige Voraussetzung dafür ist allerdings, dass dieser Stamm keinerlei 
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Unterschiede in anderen relevanten Virulenzproteinen zum Wildtyp besitzen darf. Virulenzfaktoren 

wie die Internaline A und B (InlA und InlB) sind an der Aufnahme von L. monocytogenes in nicht 

professionelle phagozytische Zellen beteiligt, während u.a. Listeriolysin (LLO) die Befreiung der 

Bakterien aus dem Phagosom vermittelt. Sowohl ActA als auch die Phospholipase B (PlcB) spielen 

entscheidende Rollen bei der intra- und interzellulären Motilität von Listeria. 

Einige der Virulenzfaktoren wie LLO und PlcB werden von L. monocytogenes sezerniert, ActA 

und InlA hingegen besitzen einen Zellmembran-Anker und InlB wird Zellwand-assoziiert 

exprimiert. Daher lag die Vermutung nahe, dass p60 als Zellwand-wirksames Protein vielleicht 

einen Einfluss auf die Sekretion oder die Verankerung von Proteinen in der Membran oder der 

Zellwand haben und dadurch die Expression der Virulenzproteine verändern könnte. 

Da für die genannten Virulenzproteine Antikörper vorhanden waren, konnte die Expression dieser 

Proteine in Western Blot Analysen miteinander verglichen werden. Zelluläre Proteine als auch 

Überstandsproteine von wildtypischen (Wt), iap-defizienten (∆iap) und iap-komplementierten 

Bakterien (iap+), welche bis zur späten exponentiellen Phase (180 KE bzw. OD600=1,0) kultiviert 

worden sind, wurden sowohl konzentriert als auch 1:10 verdünnt mit SDS-PAGE aufgetrennt, 

geblottet und mit verschiedenen Antiseren (siehe 3.4) inkubiert. 

In Abbildung 5.11 sind Ausschnitte dieser Western Blot Analysen dokumentiert: Sowohl die 

zellulären als auch die Überstandsproteine aller drei Stämme schienen dabei in vergleichbarer 

Konzentration aufgetragen worden zu sein, da auf allen Blots die entsprechenden Virulenz-Proteine 

mit gleicher Intensität detektiert worden sind. Daraus folgt, dass ∆iap und iap+ in der späten 

exponentiellen Wachstumsphase die wichtigen Virulenz-Faktoren InlA, InlB, LLO, ActA, und 

PlcB sowie das Autolysin p45 (siehe 5.1.1.12) gleichermaßen exprimieren wie der Wildtyp. 

 

Da auf Grund der Zellmorphologie von ∆iap verschiedene Infektionsversuche mit für 36 Stunden 

kultivierten Bakterien durchgeführt worden sind (siehe 5.1.1.6), wurden für Western Blot Analysen 

nochmals zelluläre Proteine von Bakterien präpariert, welche 36 Stunden in BHI-Medium 

gezüchtet worden sind. Dabei wurde insbesondere die Expression der Internaline A und B in diesen 

Kulturen untersucht (Abbildung 5.12). 

Obwohl vergleichbare Mengen an zellulären Proteinen in diesen Western Blot Analysen eingesetzt 

worden sind, scheint ∆iap nach einer Kultivierungsdauer von 36 Stunden zwar ähnliche Mengen an 

InlB aber reduzierte Mengen an InlA im Vergleich zum Wildtyp als auch zum Stamm iap+ zu 

exprimieren. Daher können derart kultivierte Bakterien zwar für in vitro oder in vivo 

Infektionsversuche, aber nicht in in vitro Invasions-Experimenten verwendet werden, da Internaline 

entscheidend für die Invasion von Listerien in Wirtszellen sind. 
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Abbildung 5.11:
wildtypischen L.
InlA PAK (Kan.
(Maus). 
 

 

 

 

 

 

Zelluläre Proteine Überstands-Proteine
 Western Blot Analyse von zellulären und Überstandsproteinen der Stämme ∆iap und iap+ sowie von 
 monocytogenes. Verwendete Antikörper: (A) anti-p60 MAK K3A7, (B) anti-p45 MAK L2L2, (C) anti-
), (D) anti-InlB PAK (Kan.), (E) anti-LLO PAK (Kan.), (F) anti-ActA PAK (Kan.), (G) anti-PlcB PAK 
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Abbildung 5.12: Western Blot Analyse von für 36 
Stunden in BHI-Medium kultivierten L. monocytogenes 
Wt, ∆iap und iap+. Zur Immunfärbung wurden ein anti-
InlA PAK und ein anti-InlB PAK (beide vom Kan.) 
verwendet. Mit einem „?“ versehene Banden 
kennzeichnen mit anti-InlB-Antiserum kreuzreagieren-
de Proteine (Internaline?). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bemerkenswert war auch, dass in den Überstandsproteinen von ∆iap nach Inkubation mit dem anti-

PlcB-Antiserum eine zweite Bande detektiert werden konnte, welche sowohl beim Wildtyp als 

auch bei iap+ vergleichsweise schwach vorhanden war (siehe Abb. 5.11). PlcB erscheint im 

Western Blot normalerweise als Doppel-Bande, wobei die größere Bande mit 33 kDa inaktives pro-

PlcB repräsentiert. Dieses wird nach Prozessierung durch die Metalloprotease Mpl in seine aktive 

Form überführt, welche in der SDS-PAGE dann als ca. 29 kDa große Bande erscheint (Raveneau et 

al., 1992). Zur Bestätigung dieses Befundes wurden Überstandsproteine vom Wildtyp und ∆iap aus 

einer Übernachtkultur präpariert und erneut aufgetrennt, geblottet und mit dem anti-PlcB-

Antiserum inkubiert (Abbildung 5.13 A). Während beide Stämme gleiche Mengen an pro-PlcB zu 

exprimieren schienen, konnte bei ∆iap deutlich mehr prozessiertes PlcB als beim Wildtyp 

nachgewiesen werden. 

In einem Lecithinase-Test mit Phosphatidylcholin (Lecithin) als Substrat konnte dieses Ergebnis 

ebenfalls bestätigt werden. Übernachtkulturen des Wildtyps und von ∆iap wurden 1:100 in BHI-

Medium verdünnt und bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Überstände aus 

diesen Kulturen zu einer Phosphatidylcholin-haltigen Substratlösung gegeben und bei 37°C 

inkubiert. Die Auswertung der Proben erfolgte durch die Messung der OD510 nach 3 Tagen. Wie 

dem Diagramm in Abbildung 5.13 B zu entnehmen ist, erreichte ∆iap mit zunehmender 

Kultivierungsdauer eine bis zu 50 % höhere Lecithinaseaktivität als der Wildtyp. Die Ursache für 

die Erhöhung der PlcB-Expression bzw. -Prozessierung konnte nicht geklärt werden. U.a. könnte 

auch die Metalloprotease Mpl eine Rolle bei diesem Phänomen spielen. 
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Abbildung 5.13: (A) Western Blot Analyse mit Überstandsproteinen von L.m. Wt und ∆iap. Der Blot wurde mit einem 
murinen Antiserum, gerichtet gegen PlcB, immungefärbt. Pro-PlcB bezeichnet die nicht prozessierte Form von PlcB. (B) 
Lecithinase-Test mit Überständen von in BHI-Medium kultivierten Bakterien der Stämme L.m. Wt und ∆iap. 
 

 

5.1.1.8 Invasion und Adhärenz von ∆iap in und an verschiedene Wirtszellen 

 

Die Beteiligung von p60 an der Aufnahme von L. monocytogenes in nicht professionelle 

phagozytische Zellen wurde erstmals 1989 von Kuhn und Goebel beschrieben. 

Invasionsexperimente mit der embryonalen Mausfibroblasten-Zell-Linie 3T6 als Wirtszelle 

zeigten, dass die Raumutante RIII, welche p60 nur in geringen Mengen exprimiert und in langen 

Ketten aus an den Septen zusammenhängenden Einzelzellen wächst, im Vergleich zu 

wildtypischen Bakterien eine stark reduzierte Invasivität besitzt. Zugabe von teilweise gereinigten 

p60 aus konzentriertem Wildtyp-Überstand ließ diese Ketten zerfallen und konnte die Invasivität 

dieser Raumutante erhöhen, während mit Ultraschall behandelte Bakterien zwar ebenfalls zu 

vergleichsweise kurzen Ketten zerfielen, aber nicht invasiver wurden als unbehandelte 

Raumutanten. Daher wurde das Gen für das p60 Protein als „invasion associated protein“, kurz iap, 

bezeichnet. 

Spätere Invasionsexperimente mit der humanen Kolonkarzinom-Zell-Linie Caco-2 als Wirtszellen 

schienen diesen Ergebnissen teilweise zu widersprechen: Obwohl die Aufnahme der Raumutante 

RIII in diese Zellen stark reduziert im Vergleich zu wildtypischen Listerien war, konnte dieser 

Defekt sowohl durch Zugabe von p60 aus konzentriertem Wildtyp-Überstand als auch durch 

Beschallung der Raumutante komplett aufgehoben werden (Bubert et al., 1992). Ein wichtiger 

Unsicherheitsfaktor bei diesen früheren Untersuchungen war allerdings die Tatsache, dass die so 

genannten Raumutanten teilweise p60 noch in geringen Mengen exprimierten und dass diese 
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Stämme wahrscheinlich nicht nur in der Expression von p60 beeinträchtigt waren, was in dieser 

Arbeit besonders deutlich durch die unterschiedlichen Morphologie von ∆iap und RIII wurde 

(siehe 5.1.1.4).  

Mit Hilfe des Stammes ∆iap und der in cis komplementierten Revertante iap+ sollte es möglich 

sein, die präzise Rolle von p60 bei der Invasion von L. monocytogenes in nicht professionelle 

phagozytische Zellen zu untersuchen. Anfangs wurde eine Serie von Invasions- und Adhärenz-

Experimenten (Durchführung: siehe 4.7.5) mit unterschiedlichen Wirtszellen und solchen 

Bakterien durchgeführt, welche vor der Infektion für 36 Stunden in BHI-Medium kultiviert worden 

sind. Der Grund dafür war der vermutete intrazelluläre Zerfall der kurzen Ketten von ∆iap und die 

damit einhergehende Verfälschung der Invasionsrate dieser Bakterien (siehe 5.1.1.6). Die 

Ergebnisse dieser Experimente sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst.  

 
Tabelle 5.1: 

Invasion und Adhärenz verschie-

dener Bakterien-Chargen (für 36 

Stunden kultiviert) der Stämme 

∆iap und iap+ in und an 

verschiedene Wirtszell-Linien. 

Die Werte entsprechen der 

Invasions- bzw. Adhärenzrate in 

Relation zu wildtypischen 

Bakterien (Wt = 100 %).  

 

 

Tendenziell konnte bei 

Verwendung dieser so ge-

nannten „36-Stunden-Kul-

turen“ eine Erhöhung der 

Adhärenz des Stammes 

∆iap an verschiedene 

Wirtszellen mit gleich-

zeitiger Erniedrigung der Invasionsrate beobachtet werden. Der revertierte Stamm iap+ jedoch 

schien im Vergleich zu ∆iap aber noch weniger invasiv bzw. adhärent zu sein. Im Vergleich zum 

Wildtyp jedoch schwankten die Adhärenzraten stark, d. h., teilweise schien iap+ weniger, teilweise 

gleich und teilweise auch mehr an die Wirtszellen zu adhärieren wie wildtypische Bakterien. Nur 

bei einigen Invasions-Experimenten mit 3T6 oder Caco-2 als Wirtszellen konnte eine höhere 

Invasionsrate von iap+ im Vergleich zu ∆iap gemessen werden (Tabelle 5.1, unterstrichen). 

Tatsächlich war es aber nicht möglich, diese reduzierte Invasivität von ∆iap, welche bei dem 

Stamm iap+ teilweise wiederhergestellt worden ist, mit der Ab- und Anwesendheit von p60 zu 

   ∆iap iap+ 

  Bakterien
- Charge Invasion Adhärenz Invasion Adhärenz 

 Caco-2 a 34 % 82 % 16 % 48 % 

  b 39 % 186 % 17 % 192 % 

  c 56 % 124 % 75 % 39 % 

 3T6 a 21 % n.b. 46 % n.b. 

  b 53 % n.b. 84 % n.b. 

  c 79 % 257 % 17 % 119 % 

HBMEC a 25 % 218 % 16 % 278 % 

  b 16 % 328 % 10 % 219 % 

 Hep-G2 a 107 % 149 % 37 % 122 % 

 Hep-2 d 8 % 141 % 24 % 99 % 

 HeLa d 20 % n. b. 33 % n. b. 
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korrelieren, da – wie in Kapitel 5.1.1.7 dargestellt – die Expression von InlA beim Stamm ∆iap 

ebenfalls reduziert ist, während InlA von iap+ wieder wildtypische Expressions-Level erreicht.  

Warum bei dem meisten Invasionsexperimenten die Invasivität des Stammes iap+ noch unter der 

von ∆iap lag, kann allerdings nicht mit der schwankenden InlA Expression erklärt werden. Es 

schien also, dass zumindest der Stamm iap+ noch über eine zusätzliche Mutation verfügt, die 

entweder durch die Deletionsmutagenese oder indirekt durch das Fehlen von p60 entstanden sein 

könnten. 

Da die Expressionsstudien in Kapitel 5.1.1.6 ebenfalls gezeigt hatten, dass Kulturen der späten 

exponentiellen Phase (180 KE) von ∆iap und iap+ sowohl InlA als auch InlB in gleichem Maße 

wie der Wildtyp exprimierten, wurden die Invasions- und Adhärenz-Experimente (Durchführung 

der Infektionen: siehe 4.7.5) mit analog kultivierten Bakterien wiederholt. In einem Vorversuch 

wurden Bakterien des Stammes ∆iap vor Infektion und nach Re-isolation aus dem Zytosol von 

Caco-2 Zellen mikroskopisch betrachtet. Bei diesen Wirtszellen konnte kein intrazellulärer Zerfall 

der kurzen Ketten von ∆iap beobachtet werden. 

Nach Infektion der Zell-Linien Caco-2 und 3T6 konnte bei ∆iap ein nicht signifikanter aber 

tendenzieller Rückgang der Invasion auf ca. 70 % im Vergleich zum Wildtyp gemessen werden 

(Abbildung 5.14). Ebenso stieg die Invasionsrate von iap+ in beide Zell-Linien zwar nicht 

signifikant aber tendenziell wieder an. Ähnlich wie bei den Adhärenz-Experimenten mit für 36 

Stunden kultivierten Bakterien adhärierte ∆iap viel stärker an Caco-2 und 3T6 Fibroblasten wie der 

Wildtyp oder iap+. Diese erhöhte Adhärenz könnte dabei in Zusammenhang mit der Länge 

einzelner Ketten von ∆iap stehen. ∆iap scheint also nicht in gleichem Ausmaß wie die Raumutante 

RIII in Zusammenhang mit der Internalisierung von Listerien in nicht professionelle phagozytische 

Zellen zu stehen. 

 

 140 140
A B
Abbildung 5.14: Invasions- (A, B) bzw. 
Adhärenzraten (C, D) von ∆iap und iap+ 
in Relation zum Wildtyp. Als Wirtszellen 
wurden Caco-2 (A, C) und 3T6 
Fibroblasten (B, D) verwendet. 
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5.1.1.9 Infektion von BALB/c Mäusen mit ∆iap  

 

Listeria monocytogenes kann nach oraler Infektion der Maus die Darmbarriere ohne Eintritt in die 

Darmepithelzellen überschreiten und von dort aus über die Lymphe oder das Blut in Lymphknoten, 

Milz und Leber gelangen (Mackaness, 1962). Vermutlich werden die meisten Bakterien schon im 

Darm oder auch im Blutstrom von Makrophagen bzw. von Kupffer´schen Zellen bzw. 

Neutrophilen Granulozyten (Wing und Gregory, 2000) in der Leber phagozytiert, wodurch 

zunächst die Überzahl der Bakterien eliminiert wird. Dendritsche Zellen werden als Vektoren zur 

Überschreitung der Darmbarriere diskutiert (Rescigno et. al., 2001, Pron et al., 2001). Einige 

Bakterien können jedoch ins Zytosol dieser verschiedenen Zellen entkommen, von diesen aus 

beginnt die Ausbreitung der Bakterien in Leber und Milz des infizierten Wirtes. 

Das experimentelle murine Listeriose-Modell ist dazu geeignet, Virulenz-Attenuationen 

verschiedener Listeria monocytogenes Stämme zu evaluieren. Bei orogastrischer Infektion können 

109 wildtypische Bakterien als sublethale Dosis appliziert werden, um den Verlauf der Listeria-

Infektion in einem Zeitfenster von einer Woche zu monitoren. Die sublethale Dosis an 

wildtypischen Bakterien bei intravenöser Applikation beträgt dagegen 5 x 103 Bakterien. Ein bis 7 

Tage nach Infektion lassen sich Listerien aus Leber, Milz und vereinzelt aus dem Gehirn der Tiere 

isolieren, während Zehn Tage nach Infektion normalerweise keine Bakterien in den Organen der 

infizierten Tiere mehr nachweisbar sind.  

Zur Untersuchung einer möglichen Virulenz-Attenuation von ∆iap wurden BALB/c Mäuse in 

Gruppen von jeweils 4-6 Tieren orogastrisch mit je 109 Bakterien der Stämme ∆iap, iap+ und des 

Wildtyps (für 36 Stunden in BHI kultiviert) infiziert. Drei, 4 und 5 Tage nach Infektion wurden die 

Bakterien aus Leber und Milz re-isoliert und die Bakterien pro Organ durch Ausplattieren 

geeigneter Verdünnungen ermittelt (Abbildung 5.15). 
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Abbildung 5.15: Virulenz-Attenuation von ∆iap und 
iap+ in Leber und Milz von BALB/c Mäusen nach p.o. 
Applikation von 109 Bakterien; 3, 4 und 5 Tage nach 
Infektion. 
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Während die Tiere, welche mit wildtypischen Bakterien infiziert worden waren, durch ihr krankes 

Erscheinungsbild (Gewichtsabnahme, ungepflegtes Fell) auffielen, schienen die Tiere, welchen 

∆iap appliziert worden war, im Allgemeinen gesund zu bleiben. Drei bzw. 4 Tage nach Infektion 

befanden sich in der Leber der mit ∆iap infizierten Tiere ca. um 3 log Stufen reduzierte 

Bakterienzahlen im Vergleich zu den mit wildtypischen Bakterien infizierten Mäusen, in der Milz 

dieser Tiere waren die Bakterienzahlen dagegen nur um 2 log Stufen reduziert. Die Virulenz des 

Wildtyps konnte mit der Revertante iap+ aber nicht erreicht werden: Im Vergleich zu ∆iap stiegen 

die Bakterienzahlen in den Organen nicht auf Wildtyp-Niveau, sondern nur um ca. eine log Stufe 

an. Dieser Befund weist – ebenso wie die mit diesen Stämmen ausgeführten Invasions-Experimente 

(siehe 5.1.1.8) – auf eine sekundäre Mutation im Stamm iap+ hin. 

 

Zur Klärung der Frage, ob die Attenuation von ∆iap von der orogastischen Applikation und der 

damit zusammenhängenden Infektionsroute der Listerien über den Darm des Wirtes beeinflusst 

wird, wurden BALB/c Mäuse in Gruppen von 5 Tieren i.v. mit einer sublethalen Dosis von 3,3 x 

103 wildtypischen Bakterien bzw. 3,1 x 103 Bakterien der ∆iap-Deletionsmutante infiziert. Nach 1, 

3, 5 und 7 Tagen wurden die Bakterien aus Leber und Milz re-isoliert und deren Anzahl pro Organ 

bestimmt (Abbildung 5.16). Ca. 104 wildtypische Bakterien konnten zwischen 1 bis 5 Tagen nach 

Infektion in der Leber der infizierten Tiere nachgewiesen werden, während nur ca 102 ∆iap-

Bakterien in diesen Organen gefunden wurden. In der Milz waren die Unterschiede nicht ganz so 

hoch, dort wurden durchschnittlich 105 wildtypische Bakterien in den ersten Tagen der Infektion 

gefunden im Gegensatz zu ca. 104 Bakterien des Stammes ∆iap.  

Somit scheint die Deletionsmutante ∆iap nicht auf Grund einer verringerten Darmpassage in den 

Wirt attenuiert zu sein, sondern durch Ereignisse, die sich während der Infektion in den Organen 

des Wirtes abspielen. 

 
 

100.000

Abbildung 5.16: Virulenz-Attenuation von ∆iap in 

Leber und Milz von BALB/c Mäusen nach i.v. 

Applikation von 3,3 x 103 wildtypischen Bakterien 

bzw. 3,1 x 103 Bakterien des Stammes ∆iap; 1-7 

Tage nach Infektion. 
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5.1.1.10 Intra- und interzelluläre Motilität von ∆iap 

 

Interzelluläre Motilität: 

 

Obwohl ∆iap nach Infektion von BALB/c Mäusen hoch attenuiert zu sein scheint (siehe 5.1.1.9), 

besitzt dieser Stamm keinen besonders ausgeprägten Invasionsnachteil und vermehrt sich in den 

ersten 4-5 Stunden nach Infektion einer Zell-Linie im gleichen Ausmaß wie der Wildtyp. Daher 

wurde die Attenuation von ∆iap in einem späteren Schritt des Infektionszyklus vermutet.  

Einzelne Bakterien von L. monocytogenes werden normalerweise nach Erreichen des zytosolischen 

Kompartiments von einem Netz aus Aktin-Filamenten umgeben, welches sich nach einiger Zeit zu 

einem Aktinschweif formiert. Dieser Schweif bildet sich dabei gewöhnlich nur an einem Pol dieser 

stäbchenförmigen Bakterien. Das Zusammensetzen einzelner Aktin-Filamente am Bakterienpol 

dieses Aktinschweifes schiebt die Bakterien durch das Zytosol der Wirtszelle, wobei Protrusionen 

in benachbarte Zellen hinein gebildet werden. Durch die Phagozytose dieser Protrusionen von der 

Nachbarzelle und anschließender Freisetzung aus den dadurch gebildeten Doppelmembran-

Phagosomen gelangen die Bakterien ins Zytosol der benachbarten Zellen, was zu ihrer Verbreitung 

im Zellrasen führt (zusammengefasst in Vazquez-Boland et al., 2001).  

Wildtypische sowie Bakterien des Stammes ∆iap wurden mit dem Plasmid PactA-gfp (Dietrich et 

al., 1998) transformiert, welches eine intrazelluläre Lokalisation von Bakterien in Echtzeit erlaubt. 

Das auf diesem Plasmid kodierte gfp steht dabei unter der Kontrolle des ActA-Promotors, welcher 

erst nach Eintritt ins Zytosol von Wirtszellen aktiv wird. Mit dieser Methode kann die interzelluläre 

Ausbreitung von L. monocytogenes in einem Zellrasen zu jedem Zeitpunkt einer Infektion 

dokumentiert werden.  

Caco-2 Zellen wurden mit den beiden transformierten Stämmen infiziert, und der Verlauf der 

Infektion wurde über 48 Stunden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes beobachtet. 

Normalerweise können sich wildtypische Listerien in dieser Epithelzell-Linie besonders schnell mit 

Hilfe von Aktinpolymerisation und Aktinschweifbildung ausbreiten, die ∆iap-Deletionsmutante 

schien sich dagegen in kleinen Foci aus wenigen Zellen anzusammeln (Abbildung 5.17 A). 

Besonders deutlich war dies durch die starke Fluoreszenz dieser Foci zu sehen: Befinden sich 

nämlich sehr viele mit dem Plasmid PactA-gfp ausgestattete Bakterien in einer Zelle, so kann eine 

viel stärkere Fluoreszenz im Vergleich zu im Präparat verteilten Bakterien beobachtet werden. 

Um die Ausbreitung von Listerien in der Leber während der Infektion eines Wirtstieres 

nachzustellen, wurde ein so genannter „Heterologer Plaque-Test“ (Greiffenberg et al., 1998) 

durchgeführt: P388.D1 Makrophagen wurden mit einer MOI von 20 Bakterien (Wt x PactA-gfp bzw. 

∆iap x PactA-gfp) pro Zelle für eine Stunde infiziert, gewaschen und mit Gentamycin behandelt. 

Diese infizierten Zellen wurden dann in unterschiedlichen Verdünnungen auf einen Zellrasen der 

humanen Hepatozyten-Zell-Linie Hep-G2 gegeben und mit Gentamycin-haltiger Agarose 
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überschichtet. In den ersten 24 Stunden nach Infektion konnten diese Ansätze mit dem 

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Anschließend wurde der Zellrasen mit einer zweiten 

Schicht aus Neutralrot-Agarose inkubiert, so dass Plaques aus während der Infektion zerstörten 

Zellen im Zellrasen sichtbar wurden. 

24 Stunden nach Infektion konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop wildtypische Bakterien 

sichtbar gemacht werden, welche größere Infektionsfoci im Zellrasen der infizierten Zellen gebildet 

hatten (Abbildung 5.17 B). Die Foci, welche ∆iap in der gleichen Inkubationszeit gebildet hatte, 

waren sehr viel kleiner und umfassten maximal 2-5 Zellen pro Infektionsherd. Die reduzierte 

interzelluläre Motilität dieser Deletionsmutante konnte am deutlichsten mit der makroskopischer 

Auswertung der Infektionsherde durch Neutralrot demonstriert werden: Während wildtypische 

Bakterien, welche von den primär infizierten Makrophagen in den Hep-G2 Zellrasen eingewandert 

und sich dort ausgebreitet hatten, sichtbare Plaques im Zellrasen hinterlassen hatten, konnten 

makroskopisch im mit ∆iap infizierten Zellrasen keinerlei Läsionen entdeckt werden (Abbildung 

5.17 C). 

L. monocytogenes ∆iap scheint also eine stark herabgesetzte interzelluläre Motilität in 

verschiedenen Wirtszellen – ähnlich wie eine ∆actA-Deletionsmutante – zu besitzen. 

 

 

Intrazelluläre Motilität: 

 

Das Protein, welches bei der intra- und interzelluläre Motilität der Bakterien in Wirtszellen eine 

entscheidende Rolle spielt, ist das von der Listeria Pathogenitäts-Insel LIPI-1 kodierte Protein 

ActA. Durch ActA werden u.a. Aktinfilamente rekrutiert, welche die Bakterien nach Eintritt in ins 

Wirtszell-Zytosol umgeben, ebenso ist dieses Protein essentiell für die nachfolgende 

Aktinpolymerisation und Aktinschweifbildung (Domann et al., 1992, Kocks et al., 1992). ActA ist 

ein Oberflächenprotein von L. monocytogenes, welches polar auf der Oberfläche der 

Bakterienzellen, nämlich am so genannten alten Pol lokalisiert ist (Kocks et al., 1993). Die polare 

Verteilung des Proteins ist dabei notwendig, damit sich nur am alten Pol des Bakteriums ein 

Aktinschweif bilden kann, welcher das Bakterium mit dem neuen Pol nach vorne durch die Zelle 

schiebt.  

Die folgenden Untersuchungen konzentrierten sich auf die molekularen Ursachen der 

herabgesetzten interzellulären Motilität von ∆iap. Um zu klären, ob Bakterien dieses Stammes zum 

einen Aktin polymerisieren können und zum anderen ActA polar innerhalb von Wirtszellen 

exprimieren, wurden Doppel-Immunfluoreszenz-Untersuchungen mit gleichzeitiger Markierung 

von ActA und Wirtszell-eigenem Aktin durchgeführt. Mit den Stämmen ∆iap, iap+ sowie 

wildtypischen Bakterien wurden Caco-2 Zellen für eine Stunde infiziert. Sechs Stunden nach 

Infektion wurden die Zellen fixiert und mit einem Antiserum gerichtet gegen ActA (1:200  
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Abbildung 5.17: In
nach heterologem
Neutralrot-Färbung
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Intrazelluläre Bakterien des Wildtyps sowie des komplementierten Stammes iap+ konnten im 

Zytosol der Zellen verteilt beobachtet werden, während Bakterien des Stammes ∆iap kleine 

intrazelluläre Mikrokolonien formten (Abbildung 5.18). Obwohl die Bakterien dieses Stammes von 

einem Saum aus Aktin umgeben waren, konnten nur in einigen wenigen Fällen Aktinschweife mit 

Bakterien kolokalisiert werden. Dieser kleine Bruchteil der intrazellulären ∆iap Bakterien schien 

sich analog dem Wildtypen durch das Zytosol fortzubewegen. Wildtypische und iap+ Bakterien 

waren dagegen sehr häufig von einem Schweif aus polymerisiertem Aktin begleitet. 

Allen drei Stämme exprimierten ActA, welches auf der Oberfläche der Bakterien nachgewiesen 

werden konnte (Abbildung 5.18, rote Markierung). Wildtypische Bakterien zeigten die erwartete 

polare Konzentration des Proteins an den alten Polen der Bakterienzellen. Bei ∆iap konnte diese 

Verteilung nur sehr selten beobachtete werden, bei den meisten Bakterienzellen dagegen schien 

ActA gleichmäßig über die Oberfläche verteilt zu sein. Da Bakterien des komplementierten 

Stammes iap+ ebenfalls eine polare Verteilung des Proteins – vergleichbar mit der des Wildtyps – 

aufwiesen, konnte aus diesen Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass p60 als ein in der 

Zellteilung involviertes Enzym mit der Verteilung von ActA auf der Oberfläche von intrazellulären 

Listerien eng in Zusammenhang steht. Die Ursache für den Mangel an intrazellulärer und 

interzellulärer Motilität der ∆iap-Deletionsmutante schien daher die nicht-polare Verteilung von 

ActA auf der Oberfläche dieser Bakterien zu sein. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Abbildung 5.18: Infektion von Caco-2 Zellen 
mit ∆iap, iap+ und wildtypischen L. 
monocytogenes (6 h p.i.). Doppel-
Immunfluoreszenz-Analyse mit Anti-ActA 
zur Färbung von bakteriellem ActA (grün) 
und Phalloidin-TRITC zur Visualisierung 
von zellulärem Aktin (rot). Zur Erhöhung des 
Kontrastes wurden die FITC-Markierung rot 
und die TRITC-Markierung grün dargestellt. 
 

 

Wt

∆iap

iap+
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5.1.1.11 Lokalisation von ActA und p60 auf der bakteriellen Oberfläche 

 

Lokalisation von ActA: 

 

Anti-ActA-Markierungen von intrazellulären Bakterien der ∆iap-Deletionsmutante zeigten eine 

uniforme Verteilung von ActA auf der Oberfläche dieser Bakterien, während wildtypische und 

Bakterien der Revertante iap+ ActA am alten Pol konzentriert hatten (siehe 5.1.1.10). Zur 

Quantifizierung dieses Ergebnisses wurden Caco-2 Zellen erneut mit diesen drei Stämmen infiziert. 

Sechs Stunden nach Infektion wurden die Zellen fixiert und mit einem anti-ActA-Antiserum und 

einem FITC-gekoppelten Zweitantikörper inkubiert. Anschließend wurden pro Stamm 80 einzelne 

Bakterien aus dem Zytosol der Zellen mit einer Fluoreszenzkamera fotografiert. Während bei 93 % 

der wildtypischen und 95 % der iap+ Bakterien ActA polar auf der Bakterienoberfläche lokalisiert 

war, konnten nur bei 5 % der Bakterien von ∆iap eine polare Verteilung des Proteins beobachtet 

werden. Dieser niedrige Prozentsatz korrelierte dabei gut mit den wenigen intrazellulär 

beobachteten Bakterien von ∆iap, welche sich im Zytosol fortbewegen konnten (siehe 5.1.1.10). 

Einzelne Beispiele dieser Aufnahmen wurden in Abbildung 5.19 zusammengestellt. 

Wie kommt diese gleichmäßige Verteilung 

von ActA auf der Oberfläche von ∆iap 

zustande? Zur Klärung dieser Frage wurde 

die ActA-Verteilung von in BHI-Medium 

gezüchteten, extrazellulären Bakterien 

untersucht. Dazu wurden ∆iap, iap+ sowie 

wildtypische Bakterien bis zur späten 

exponentiellen Wachstumsphase kultiviert, 

gewaschen und auf Deckgläsern fixiert. 

Anschließend erfolgte eine Immunfärbung 

mit anti-ActA-Antiserum (1:50 verdünnt) 

und einem FITC-gekoppeltem Zweit-
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Abbildung 5.19: Anti-ActA-Färbung einzelner intra-
zellulärer Bakterien, 6 Stunden p.i. 
antikörper (1:100 verdünnt), während die 

Nukleoide der Bakterien mit einer DAPI-

ärbung sichtbar gemacht wurden. Dadurch war die Lage der Einzelzellen in den kurzen Ketten 

on ∆iap deutlich sichtbar. 

 

ie in Abbildung 5.20 zu sehen ist, ist ActA bei extrazellulären Bakterien der späten 

xponentiellen Phase deutlich polar verteilt und konzentriert sich beim Wildtyp und beim 

omplementierten Stamm iap+ auf die alten Pole der Bakterien. Bei ∆iap sammelt sich ActA 

benfalls an den Polen der Einzelzellen der kurzen Ketten an. Daher kann angenommen werden, 

ass der Stamm ∆iap keinen veränderten Verteilungsmechanismus für das ActA Protein besitzt, 
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sondern dass extrazellulär das ActA genauso auf der Bakterienzelle verteilt wird wie bei den 

wildtypischen Bakterien.  

 

 Wt iap+∆iap
Abbildung 5.20: Immunfluoreszenz-Färbung 
von extrazellulären Bakterien der späten 
exponentiellen Phase. Anti-ActA-Färbung 
(grün), DAPI-Färbung (rot), Überlagerung 
beider Färbungen und Phasenkontrast-
Aufnahme einer Bakterienzelle von ∆iap, 
iap+ sowie wildtypischen L. monocytogenes. 
 
 

 

 

 

 

 

 

Lokalisation von p60: 

 

Ruhland et al. dokumentierten 1993, dass p60 zu 75 % als zellfreies (sezerniertes) und zu 25 % als 

Zell-assoziertes Protein auf der Oberfläche von L. monocytogenes nachgewiesen werden kann, 

wobei das Zell-assoziierte p60 gleichmäßig über die Oberfläche der Bakterien verteilt ist. Bei den 

damals durchgeführten Immuno-Gold-Färbungen wurde aber ein anti-p60-Antiserum verwendet, 

welches zusätzlich zu p60 ein weiteres, 110 kDa großes Protein von L. monocytogenes erkannte.   

Besonders durch die Morphologie von ∆iap als kurze Ketten aus an den Septen 

zusammenhängenden Einzelzellen wird aber deutlich, dass das als Mureinhydrolase beschriebene 

Protein p60 während der Zellteilung bevorzugt an den Septen angreifen und dort auch 

hauptsächlich lokalisiert werden müsste.  

Das in Kapitel 5.1.1.5 beschriebene rekombinant hergestellte p60His wurde zur Immunisierung 

eines neuen, spezifischeren polyklonalen anti-p60-Antiserums verwendet. Dazu wurden zwei 

BALB/c Mäuse mit einer Mischung aus p60His und „ImmunEasyTM Mouse Adjuvant“ (Fa. 

QIAGEN) i.m. immunisiert, gefolgt von Auffrischungs-Immunisierungen („boost“) nach 4 bzw. 8 

Wochen. Das Serum beider Tiere wurde vom Vollblut abgetrennt und zur Immuno-Gold-

Markierung von wildtypischen Listerien sowie der Stämme ∆iap und iap+ als Kontrolle verwendet 

(Abbildung 5.21). Die Gold-Markierung einzelner Bakterien dieser Stämme zeigte tatsächlich ein 

andere p60-Lokalisation als von Ruhland et al. postuliert: Beim Wildtypen und bei iap+ 

konzentrierten sich die Mehrheit der Goldpartikel an den Septen, welche die neuen Pole der 

Bakterien bilden. Auf der Oberfläche und den Septen des Stammes ∆iap konnten nur sehr wenige 

Goldpartikel als Hintergrundfärbung beobachtet werden. P60 konnte mit dieser Methode nur dann 
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auf der Oberfläche von L. monocytogenes detektiert werden, wenn die Bakterien vor der Fixierung 

nicht gewaschen wurden. Dieser Effekt spricht gegen eine starke Bindung bzw. Affinität von p60 

an die Oberfläche der Bakterien.  

 

 Wt

∆iap

iap+

Abbildung 5.21: Immuno-Gold-Färbung von p60 auf der 
Oberfläche von L. monocytogenes Wt, ∆iap und iap+. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.1.12 Sekundäre Mutationen in ∆iap oder iap+  ? 

 

Da sich die Deletion des Genes iap und damit auch komplette die Inaktivierung von p60 in 

früheren Arbeiten als undurchführbar herausgestellt hatte, wurde postuliert, dass p60 als 

Mureinhydrolase von L. monocytogenes essentiell für das Überleben dieses Organismus ist 

(Wuenscher et al., 1993). Daher wurde spekuliert, dass die in dieser Arbeit erfolgreich 

durchgeführte komplette Inaktivierung von iap bzw. p60 möglicherweise nur durch eine zweite 

Mutation ermöglicht worden ist, welche die essentielle Funktion von p60 komplementieren würde. 

Die beschriebenen Funktionen von p60 sind zum einen die Enzymaktivität als Mureinhydrolase 

(Wuenscher et al., 1993) und zum anderen eine mögliche Beteiligung bei der Invasion von 

eukaryotischen Zellen (Kuhn und Goebel, 1989, Hess et al., 1995). Außerdem spielt p60 als eines 

der Haupt-Antigene eine Rolle bei der Immunantwort gegen diesen Organismus (Gentschev et al., 

1992, Pamer, 1994). Bei allen diesen Aufgaben scheint aber nur die Mureinhydrolase-Aktivität als 

essentielle Funktion des Proteins in Frage zu kommen. 

 

Andere L. monocytogenes Hydrolasen: 

 

Um sich einen Überblick über weitere Peptidoglykan-Hydrolasen von ∆iap zu verschaffen, wurde 

ein Zymogramm mit dem Peptidoglykan von L. monocytogenes EGD als Substrat hergestellt. 

Zelluläre und Überstandsproteine von ∆iap als auch von wildtypischen Bakterien wurden sowohl 
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in einfacher als auch in 5-facher Menge in einem denaturierenden, reduzierenden 12,5%-igem 

SDS-PAA-Gel aufgetrennt und in ein Zellgel geblottet, in dem sich inaktivierte L. monocytogenes 

Zellen befanden. Dieses Zellgel konnte nach 3-tägiger Inkubation bei 37°C ausgewertet werden 

(Abbildung 5.22).  

In einfachen als auch im 5-fachen Überstand wildtypischer Listerien konnte jeweils eine Bande aus 

lysierten L. monocytogenes Zellen detektiert werden, welche das p60 Protein repräsentieren, da die 

korrespondierenden Banden bei ∆iap fehlen. Zusätzlich konnte eine von den zellulären Proteinen 

abstammende Bande beobachtet werden, die bei beiden Stämmen mit gleicher Intensität erscheint. 

Schon McLaughlan et al. haben 1997 unbekannte L. monocytogenes Peptidoglykan-Hydrolasen 

beschrieben, welche ein größeres Molekulargewicht (104 kDa bzw. 186 kDa) als p60 besitzen und 

in einem Zellgel mit L. monocytogenes Peptidoglykan als Substrat erscheinen. 

Mit dieser Methode konnten weder verstärkt exprimierte noch zusätzlich auftretende Hydrolasen 

von L. monocytogenes ∆iap beobachtet werden. 

 

 

Wt ∆iap

(1x Pellet)

Wt ∆iap Wt ∆iap Wt ∆iap

(5x Pellet)(1x Überstand) (5x Überstand)

p60

 

 
Abbildung 5.22: Zymogramm mit L. 
monocytogenes Zellen als Substrat. Zelluläre 
Proteine (Pellet) und Überstandsproteine von 
L.m. ∆iap und Wildtyp (Wt) wurden mit SDS-
PAGE (12,5%) aufgetrennt und in das 
Zymogramm geblottet. 
 
 
 

 

 

 

 

 

Homologe Autolysine 

 

P60 besitzt an seinem C-Terminus die sog. „NLP/p60 familiy“ Domäne (pfam00877, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi), welche in verschiedenen Lipoproteinen, 

Phagenproteinen und Autolysinen konserviert ist. Der C-Terminus von p60 enthält außerdem in 

dieser Domäne einen einzigartigen Cysteinrest, welcher essentiell für die hydrolytische Aktivität 

des Proteins zu sein scheint (Wuenscher et al., 1993). Daher wurde nach weiteren Proteinen mit 

Homologie zum C-Terminus von p60 im Genom von L. monocytogenes (Listeria monocytogenes 

genome sequencing project, 1998) gesucht, in der Annahme, ein Protein zu finden, das eine 

ähnliche Autolysin-Funktion wie p60 besitzt. 
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Insgesamt konnte zu einem Zeitpunkt, an dem zwar die Sequenz des L. monocytogenes Stammes 

EGD-e bekannt, aber noch nicht annotiert worden war (Listeria monocytogenes genome 

sequencing project), nur zwei Leserahmen gefunden werden, dessen mögliche Genprodukte eine 

starke Homologie zu p60 in ihrem C-Terminus aufweisen (Abbildung 5.23). Beide Leserahmen 

besitzen eine konservierte Domäne, welche den Cysteinrest von p60 mit einschließt. Das erste 

homologe Protein, später als p45 publiziert (Schubert et al., 2000), besitzt außer diesem Cysteinrest 

ebenfalls keinen weiteren, während der zweite Leserahmen, später als Lmo0394 annotiert (Listeria 

monocytogenes genome sequencing project), noch zwei weitere Cysteine kodiert. Beide Proteine 

haben keine mit p60 vergleichbare „NT-repeat“ Region, dafür aber an ihrem C-Terminus die 

„NLP/p60 familiy“ Domäne, deren Funktion aber noch unbekannt ist. 

 
p60
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

p40
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

p60
p45
Lmo0394

1    MNMKKATIAA TAGIAVTAFA APTIASASTV VVEAGDTLWG IAQSKGTTVD 50
     ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
     ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~

51   AIKKANNLTT DKIVPGQKLQ VNNEVAAAEK TEKSVSATWL NVRSGAGVDN 100
     ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~MK KNTFIAISLA AVISLTPAF. TTNVFADVNT
     ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~

101  SIITSIKGGT KVTVETTESN GWHKITYNDG KTGFVNGKYL TDKAVSTPVA 150
     DIQNQDKKIN DIKSKKTDLQ SDLSGLVADL EKAQEKAKSL QGEFDKT..G
     ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~

151  PTQEVKKETT TQQAAPAAET KTEVKQTTQA TTPAPKVAET KETPVVDQNA 200
     KELKKLNEDI KSINERIKER ETVLKERARA MQKTSNSNAY LEVILDAENL
     ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~

201  TTHAVKSGDT IWALSVKYGV SVQDIMSWNN LSSSSIYVGQ KLAIKQTANT 250
     SDLVGRVSAV NQLVDSDKSI LEDQQNDEKA LKTKQTAVKK KQEDQATAIH
     ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~

251  ATPKAEVKTE APAAEKQA.. APVVKENTNT NTATTEKKET ATQQQTAPKA 300
     EYEAQQNKIE AQKAEKEAIV AQLASDQA.. .SAENAKAG. ...LVSERD.
     ~~~~~LNIIA TRRKIFFAFI ALMISFSVLF LPTTNASAAT TYKMTTTADV

301  PTEAAKPAPA PSTNTNANKT NTNTNTNTNT NNTNTNTPSK NTNTNSNTNT 350
     ..KAAKEATA RA..TAL.RE ATSSNVGQES SSSDTSTPSK ....KSNTTK
     NVRAADNTKG KV..IGFYKK GTTVNFTAKT KNNWYKTTYK ....GKVGYV

351  NTNSNTNANQ GSSNNNSNSS ASAIIAEAQK HLGKAYSWGG NGPTTFDCSG 400
     NVASNDNNSA PSAATPSSGG YSAMISAANA QLGKPYSLGA TGPSAFDC G
     SGKCVTTYKA PVATTQS... FTALNNEARK HIGKRYKIGA TGPSCFDCSG

401  YTKYVFAK.A GISLPRTSGA QYASTTRISE SQAKPGDLVF FDYGSGISHV 450
     FTSYAF.RAA GVSLPRTSGG QYAAASKISA SQAKPGDLVF FNYGSGIAHV
     YTQYVYSKGV KKSIPRTAKQ QYASAKKIKA KELKKGDLIF FNYGKGVAHV

451  GIYVGNGQMI NAQDNGVKYD NIHGSGWGKY LVGFGRV*~~ ~~         492
     GIYVGGGQMI NAQNNGVKYD NITSGYWAKY LVGYGRVANF *~
     GIYVGNGKML NAQNNGVKYD TITSGYWKKY IAGYGRVANL K*

S

 
 

Abbildung 5.23: Sequenzvergleich der zu p60 homologen L. monocytogenes Proteine p45 und Lmo0394. Gleiche 
Aminosäuren zu p60 als Referenzsequenz sind grau unterlegt. Der mit der Hydrolase Funktion assoziierte einzigartige 
Cysteinrest ist zusätzlich markiert. 
 

 

Expression der homologen Autolysine in ∆iap 

 

Die Transkription bzw. Expression der Leserahmen von p45 (kodiert vom Gen spl) und Lmo0394 

von ∆iap wurde mit denen des Wildtyps verglichen, um eine mögliche, die Mureinhydrolase-

Funktion von p60 komplementierende Mutation in diesen Genen zu untersuchen. In den Sequenzen 



Ergebnisse 123

beider Leserahmen konnte nach Sequenzierung keinerlei Unterschiede von ∆iap zum Wildtyp 

festgestellt werden. Daher  wurde die Transkription beider Gene mit semiquantitativer RT-PCR 

untersucht. Die Detektion spezifischer cDNA erfolgte dabei mit den Oligonukleotid-Paaren 

iapRNA-for / iap-RNA-rev (iap), iap76-for / iap76-rev (spl), iap84-for / iap84-rev (Lmo0394) 

sowie Sod-N / Sod-C (sod) als Kontrolle. RNA der Stamme ∆iap, RIII und des Wildtyps wurden 

mit den reversen Oligonukleotiden dieser Paare in cDNA umgeschrieben und geometrische 

Verdünnungsreihen dieser cDNAs dienten als Matrize in einer PCR-Reaktion, wobei wiederum 

oben beschriebene Oligonukleotid-Paare zur Amplifikation eingesetzt worden sind. Als 

Kalibrierungs-Standard wurde die cDNA des „housekeeping“-Genes sod verwendet und alle 

anderen cDNAs wurden auf diesen Standard bezogen. Da die DNA-Banden der PCR-Produkte in 

den Agarose-Gelen nicht korrekt mit der Kamera (auf Grund fehlender Empfindlichkeit des 

Gerätes) festgehalten werden konnten, wurden in einer schematischen Darstellung alle mit dem 

Auge erkennbaren PCR-Produkte eingezeichnet (Abbildung 5.24). 

 
Verdünnung 
der cDNA: 2-6 2-7 2-8 2-9 2-10 2-11 2-12 2-13 
sod ― ― ― ― ― ― ―  
iap ― ― ― ― ― ― ―  
spl ― ― ― ―     

 
 

Wt 

Lmo0394 ― ― ― ―     
 

Verdünnung 
der cDNA: 2-7 2-8 2-9 2-10 2-11 2-12 2-13 2-14 

sod ― ― ― ― ― ― ―  
iap         
spl ― ― ―      

 
 

∆iap 

Lmo0394 ― ― ― ―     
 

Verdünnung 
der cDNA: 2-11 2-12 2-13 2-14 2-15 2-16 2-17 2-18 
sod ― ― ― ― ― ― ―  
iap ― ― ― ― ― ― ―  
spl ― ―       

 
 

R III 

Lmo0394 ― ― ― ―     
 
Abbildung 5.24: Reverse Transkriptions-PCR mit geometrisch verdünnter cDNA der Stämme ∆iap, RIII sowie des 
Wildtyps zur Quantifizierung der RNA von iap, spl, Lmo0394 sowie sod als Standard. 
 

 

Gemessen an den PCR-Produkten der sod-cDNA konnten zwischen den getesteten Stämmen keine 

Unterschiede bezüglich der cDNA Menge von Lmo0394 entdeckt werden. Die um den Faktor 2 bei 

∆iap und um den Faktor 4 bei RIII abweichende Mengen an spl cDNA sind wahrscheinlich zu 

gering, um signifikant zu sein und können wahrscheinlich auf Unregelmäßigkeiten während der 

Versuchsdurchführung zurückgeführt werden. Zusätzlich konnte das von Wuenscher et al., 1993 
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erhaltene Ergebnis, dass die Raumutante RIII gleiche Mengen iap RNA wie wildtypische Bakterien 

transkribiert, nochmals bestätigt werden. 

Von F. Fiedler aus München konnte außerdem der  gegen das Protein p45 gerichtete, monoklonale 

Antikörper L2L2 (Schubert et al., 2000) erhalten werden. In einer Western Blot Analyse 

(Abbildung  5.11) wurden Überstandsproteine des Wildtyps , von ∆iap und von dem in cis 

komplementierten Stamm iap+ mit diesem Antikörper immungefärbt (siehe 5.1.1.7). Dabei schien 

die Expression von p45 in allen drei Stämmen quantitativ gleich zu sein. 

Somit konnte bei keinem der über Homologie zu p60 gefundenen, putativen Autolysine von L. 

monocytogenes eine erhöhte Transkription bzw. Expression im Stamm ∆iap nachgewiesen werden. 

 

In Nachbarschaft zu iap gelegene Gene 

 

Nicht nur putative Hydrolasen bzw. Autolysine können Kandidaten für mögliche sekundäre 

Mutationen im Stamm ∆iap sein, sondern auch durch die Deletionsmutagenese beeinflusste 

chromosomale Regionen. Hier kommen bevorzugt die in Nachbarschaft zum iap-Deletions-Locus 

gelegenen Regionen in Frage. Während stromabwärts von iap ein unbekanntes Protein mit 

Homologie zu Methyltransferasen kodiert wird (Lmo0581), liegt stromaufwärts ein in 

Gegenrichtung kodiertes Gen (Lmo0583), welches erst kürzlich als secA2 bezeichnet worden ist 

(Lenz und Portnoy, 2002). Die Promotor-Regionen beider Proteine grenzen sehr eng an den iap-

Deletions-Locus und könnten durch die Deletionsmutagenese zerstört worden sein (Abbildung 

5.25). 

Mit Hilfe von reverser Transkriptions-PCR konnte cDNA und somit die Transkription beider Gene 

erfolgreich in ∆iap als auch in iap+ nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 5.25: Schematische Darstellung der in ∆iap deletierten Region und der benachbarten Leserahmen Lmo0581 
bzw. Lmo0583. 
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5.1.1.13 Reproduzierbarkeit der Deletion von iap durch Herstellung weiterer Deletionsmutanten 

 

Wie in den vorangegangenen Kapiteln ausführlich beschrieben worden ist, führt die Deletion von 

iap u.a. zu einer hochgradigen Virulenz-Attenuierung im experimentellen murinen Listeriose-

Modell (5.1.1.9) sowie in vitro zu einer leicht verminderten Invasivität bei der Infektion 
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verschiedener Wirtszellen (5.1.1.8). Der in cis komplementierte Stamm iap+ jedoch kann zwar 

wieder wildtypische Mengen an p60 Protein exprimieren, verhält sich aber ansonsten sehr 

unterschiedlich im Vergleich zu wildtypischen Listerien. Zum einen liegt seine in vivo Virulenz – 

gemessen an Bakterienzahlen in verschiedenen befallenen Organen – um eine log-Stufe tiefer als 

die des Wildtyps und zum anderen kann er auch die Invasivität des Wildtyps in verschiedene 

Wirtszellen nicht völlig erreichen (siehe Tabelle 5.1). 

Aus diesen Gründen wurde angenommen, dass entweder während der Deletionsmutagenese zur 

Herstellung von ∆iap oder bei der Komplementierung von ∆iap zu iap+ eine sekundäre Mutation 

aufgetreten ist, welche die Ursache für den abweichenden Phänotyp von iap+ sein könnte. Dabei ist 

nicht klar, ob diese mögliche Mutation schon in ∆iap vorhanden ist. In diesem Fall könnten beide 

Ergebnisse, nämlich die Virulenz-Attenuierung sowie die verminderte Invasivität, nicht 

ausschließlich auf die Deletion von iap zurückgeführt werden.  

Die hypothetische Mutation in ∆iap und/oder iap+ kann dabei ungerichtet oder gerichtet 

aufgetreten sein, denn evtl. ist die Deletion von iap nur in Verbindung mit einer zweiten Mutation 

möglich (siehe Kapitel 5.1.1.12). Diese kann entweder indirekt durch die Inaktivierung von p60 

stattfinden oder zur Komplementation von p60 dienen. Nur durch eine mehrmalige Wiederholung 

der iap-Deletionsmutagenese sowie der iap-Komplementierung lässt sich die Natur dieser 

sekundären Mutation aufklären. 

Als Ausgangsstamm für die Konstruktion weiterer iap-Deletionsmutanten wurde diesmal L. 

monocytogenes EGD-e gewählt. Unabhängig voneinander wurden zwei Deletionsmutagenesen mit 

dem iap-Mutagenese-Plasmid pLSV-C2+D exakt nach der in Kapitel 5.1.1.1 beschriebenen 

Vorgehensweise durchgeführt. Ebenso wurde mit der nachfolgenden in cis Komplementation 

dieser Stämme verfahren: Zuerst wurde ein defektes iap Gen mit Hilfe des Plasmides pLSV-

C2iapD ins Chromosom inseriert und anschließend mit dem Plasmid pLSV-repair zu einem 

kompletten iap Gen ergänzt. Mit einer Western Blot Analyse konnte sowohl die totale 

Abwesendheit des p60 Proteins bei den neuen Deletionsmutanten ∆iap II und ∆iap III als auch die 

komplett wiederhergestellte p60-Expression der daraus hergestellten Revertanten (iap+ II und iap+ 

III) nachgewiesen werden. In Tabelle 5.2 befindet sich eine Übersicht über alle konstruierten 

Stämme: 

 
Tabelle 5.2: 

Bezeichnung Mutante Ausgangsstamm 

WL-120 ∆iap I L.m. EGD 
WL-122 iap+ I ∆iap I 
 ∆iap II L.m. EGD-e 
 iap+ II ∆iap II 
 ∆iap III L.m. EGD-e 
 iap+ III ∆iap III 

Übersicht über alle ∆iap-Deletions-
mutanten bzw. –Revertanten. 
 

 

 

 

 

 



126 Ergebnisse 

Vergleichende Charakterisierung aller Stämme 

 

Alle drei unabhängig konstruierten ∆iap-Deletionsmutanten sowie alle drei iap+ Revertanten 

wurden zunächst morphologisch miteinander verglichen. Dabei ergab die lichtmikroskopische 

Auswertung, dass die zwei neuen ∆iap Stämme (∆iap II, ∆iap III) kurze Ketten mit vergleichbarer 

Länge zur ersten Deletionsmutante bilden und dass die korrespondierenden Revertanten (iap+ II, 

iap+ III) wieder als Einzelzellen wachsen. 

Anschließend wurden alle Stämme auf ihre interzelluläre Verbreitung und ActA-Verteilung hin 

untersucht, indem analog der in Kapitel 5.1.1.10 beschriebenen Vorgehensweise Caco-2 Zellen für 

sechs Stunden infiziert worden sind, gefolgt von einer kombinierten anti-ActA-/ Phalloidinfärbung 

der intrazellulären Bakterien. Die Auswertung der Fluoreszenzanalyse ergab, dass alle neu 

konstruierten ∆iap-Mutanten den gleichen Phänotyp hatten: Auf Grund einer nicht polaren 

intrazellulären ActA-Lokalisation waren diese Bakterien nicht mehr dazu in der Lage, sich mit 

Schweifen aus polymerisiertem Actin durch die primär infizierte Zelle und in Nachbarzellen hinein 

zu bewegen, während annähernd alle neuen intrazellulären iap+ Revertanten ActA polar auf ihrer 

Oberfläche verteilt hatten und dadurch vergleichbar mit wildtypischen Bakterien zur intra- und 

interzellulären Motilität fähig waren. 

Zudem wurde auch die Fähigkeit aller Mutanten untersucht, an Caco-2 und 3T6 Fibroblasten zu 

adhärieren und in diese zu invadieren. Diese Experimente wurden exakt wie die in Kapitel 5.1.1.8 

beschriebenen durchgeführt. In Abbildung 5.26 sind die Adhärenz- bzw. Invasionsraten aller 

Mutanten-Stämme in Relation zum korrespondierenden Wildtyp dargestellt, wobei Wt I L. 

monocytogenes EGD und Wt II den Stamm EGD-e bezeichnet. Alle drei iap-Deletionsmutanten 

adhärieren an beide Zell-Linien viel stärker als wildtypische Bakterien, während die Adhärenzrate 

bei den iap+ Stämmen tendenziell wieder auf Wildtyp-Niveau abfiel.  

Bei der Analyse der Invasionsfähigkeit aller drei ∆iap -Mutanten kam kein übereinstimmendes 

Ergebnis zustande: Während die Invasivität von ∆iap I in Vergleich zum Wildtyp leicht vermindert 

war, so stieg sie bei den von EGD-e abstammenden Mutanten ∆iap II und ∆iap III unter 

Verwendung von Caco-2 Zellen um das doppelte und unter Verwendung von 3T6 Fibroblasten 

sogar auf das 4-fache an. Die korrespondierenden Revertanten waren dagegen wieder ebenso 

invasiv in Caco-2 Zellen wie die wildtypischen Bakterien, in 3T6 Zellen dagegen sanken die 

Invasionsraten zwar im Vergleich zu den ∆iap Stämmen ab, iap+ II und iap+ III erreichten aber 

nicht die etwas niedriger gelegenen Invasionsraten der beiden Wildtypen. 

Zusammenfassend scheint also die Abwesendheit von p60 zwar eine höhere Adhärenz der 

Bakterien an die Wirtszellen zu bewirken, aber dem p60 Protein kann generell keine direkte 

eindeutige Beteiligung an der Invasion von L. monocytogenes in Wirtszellen zugeschrieben 

werden. P60 scheint eher einen Einfluss auf vorhandene, direkt in die Invasion involvierte Proteine 

wie z.B. Internalin A oder Internalin B zu haben, die evtl. bei beiden Wildtyp-Stämmen in 
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unterschiedlicher Menge exprimiert werden. Damit könnte die stark unterschiedliche Invasivität 

von ∆iap I zu ∆iap II und ∆iap III erklärt werden, wobei letztere beide von demselben Wildtyp 

abstammen und auch untereinander vergleichbar mit den Wirtszellen interagierten.  

Sowohl die kurz-kettige Morphologie von ∆iap als auch die intrazelluläre nicht polare ActA-

Verteilung und somit die verringerte Motilität der Bakterien können reproduzierbar mit der 

Deletion von iap assoziiert werden. 
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Abbildung 5.26: Invasivität und Adhärenz aller ∆iap und iap+ Stämme in und an (A,C) Caco-2 bzw. (B;D) 3T6-
Fibroblasten. Die Adhärenz- und Invasionsraten wurden relativ zum jeweiligen Wildtyp (WtI=EGD, WtII=EGD-e) 
kalkuliert. 
 

 

5.1.1.14 Analyse von ∆iap und iap+ mit 2D-Gel-Elektrophorese 

 

In allen vorangegangenen Experimenten konnte weder in den verschiedenen ∆iap Mutanten noch 

in den dazugehörigen Revertanten eine sekundäre Mutation gefunden werden, welche aber auf 

Grund einiger Unterschiede der Revertanten zu den wildtypischen Bakterien vorhanden sein 

müsste (siehe 5.1.1.12 und 5.1.1.13). Daher wurde des Proteom aller Stämme (siehe Tabelle 5.2) 

einer 2D-Gel-Analyse unterzogen. Zelluläre Proteine wurden zunächst in IPG-Strips mit einem 

Gradienten von pH 3-10 aufgetrennt, anschließend in der zweiten Dimension mit SDS-PAGE in 
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10%-igen Gelen weiter separiert und mit einer Silber-Färbung auf dem zweidimensionalen Gel 

sichtbar gemacht. Anschließend wurde nach Protein-Spots Ausschau gehalten, die sich entweder in 

allen drei ∆iap-Deletionsmutanten oder in allen drei iap+ Revertanten signifikant zu den 

korrespondierenden Protein-Spots der zwei wildtypischen Stämme verändert hatten. 

Obwohl teilweise gleiche Protein-Spots der verschiedenen Stämme mit höherer oder niedriger 

Intensität beobachtet worden sind, konnte bei dieser Art von Gradienten keine übereinstimmenden 

Verschiebungen in den Intensitäten einzelner Proteine gefunden werden. Das p60 Protein konnte 

im Übrigen in diesen Gelen nicht lokalisiert werden. 

Daraufhin wurden sowohl Überstandsproteine als auch zelluläre Proteine in IPG-Strips mit einem 

Gradienten von pH 4-7 aufgetrennt, wodurch in diesem Bereich mehr Proteine sichtbar gemacht 

werden können. Nach Analyse der Überstandsproteine konnten wiederum keine signifikanten 

Veränderungen in den Intensitäten aller zusammengehörigen Protein-Spots einer Bakterien-

Variante (∆iap oder iap+) detektiert werden. Sehr auffällig waren allerdings große Unterschiede im 

gesamten Expressionsprofil der Überstandsproteine beider Wildtyp-Stämme (EGD bzw. EGD-e), 

was wiederum den unterschiedlichen Phänotyp der von EGD vs. EGD-e abstammenden ∆iap-

Mutanten erklären könnte (siehe 5.1.1.13). 

Die 2D-Gel-Analyse der zellulären Proteine ergab dagegen folgendes Ergebnis: Beide 

wildtypischen Stämme besaßen zwei eng nebeneinander liegende Protein-Spots (Abbildung 5.27), 

welche anscheinend das gleiche Molekulargewicht hatten und sich nur in ihrem isoelekrischen 

Punkt voneinander etwas unterschieden. Daher wurde angenommen, dass es sich um zwei 

Modifikationen ein uns desselben Protein handelte. Die Stämme ∆iap I und iap+ I exprimierten 

beide den Spot mit dem niedrigeren isoelektrischen Punkt nicht (Abb. 5.27, roter Kreis), während 

der Spot mit dem höheren isoelektrischen Punkt bei ∆iap II, ∆iap III, iap+ II und iap+ III nicht 

mehr zu erkennen war (Abb. 5.27, grüner Kreis). 

Nach MALDI-TOF Analyse beider Spots, durchgeführt von A. Bosserhoff am ZMBH der 

Universität Heidelberg, stellte sich aber heraus, dass beide Spots jeweils ein anderes Protein 

repräsentierten. Spot Nr.1 korrespondierte mit dem als Lmo0613 annotierten Protein (Listeria 

monocytogenes genome sequencing project), einer putativen Oxidoreduktase, und Spot Nr. 2 wurde 

als Lmo0210 (ldh) identifiziert, welches eine (von insgeamt vier) Lactat-Dehydrogenasen kodiert.  

Alle diese veränderten Expressionen von einzelnen Proteinen umfassten dabei immer sowohl die 

jeweilige ∆iap-Mutante als auch die dazugehörige Revertante, außerdem war die Mutation bei ∆iap 

II und ∆iap III – trotz unabhängig voneinander durchgeführter Konstruktion - identisch, so dass ein 

direkter Zusammenhang zwischen der Abwesendheit von p60 und dieser gerichteten Mutation 

hergestellt werden kann. Warum gerade diese Proteine inaktiviert worden sind, konnte nicht weiter 

geklärt werden. 
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pH 7,04,0

Wt I (EGD) Wt II (EGD-e)

∆iap I ∆iap II ∆iap III

iap+ I iap+ II iap+ III

 
 

Abbildung 5.27: Ausschnitte der 2D-Gel-Analysen zellulärer Proteinen der Stämme L.m. EGD, EGD-e, ∆iap I-III und 
iap+ I-III. In der Gesamtdarstellung ist das Proteom von L.m. EGD bei einem pH-Gradienten von 4-7 in einem 10%-igen 
SDS-Polyacrylamid-Gel dargestellt. Die Kreise kennzeichnen die bei den Mutanten fehlenden Protein-Spots. 
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5.2 Untersuchungen zum Gentransfer mit Listeria monocytogenes als Vektor 

 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird ein auf Listeria monocytogenes basierendes Gentransfer-System 

(„DNA delivery“ System) beschrieben. Dazu wurde ein Plasmid-kodiertes Gen, welches ein 

Modellprotein kodiert und unter der Kontrolle eines eukaryotischen Promotors steht, mit Hilfe 

eines L. monocytogenes Stammes in das Zytosol einer Wirtszelle eingeschleust und dort zur 

Expression gebracht. Plasmid-tragende Listerien, welche das zytosolische Kompartiment einer 

Zelle erreicht haben, werden dort durch ein plasmid-kodiertes, Listerien-spezifisches Phagenlysin 

118 lysiert. Die durch die Bakterien-Lysis freigesetzte Plasmid-DNA soll auf diesem Weg in den 

Zellkern gelangen und das Modellprotein durch die Aktivität des eukaryotischen Promotors 

exprimiert werden. 

 

Da das geplante Gentransfer-System unter anderem als Vakzinierungstrategie zur Übertragung von 

Antigen-kodierender DNA in Antigen-präsentierende Zellen gedacht war, wurde berücksichtigt, 

dass ein Listeria-Plasmid-System konstruiert werden musste, welches besonders für eine in vivo 

Anwendung stabil genug ist. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde nach einem Plasmid gesucht, 

welches per se in Listeria spp. stabil repliziert wird. Zum anderen wurde versucht, mit Hilfe eines 

so genannten „balanced lethal“ Plasmid-Systems ein Gentransfer-Plasmid so stabil an seinen 

Träger zu binden, dass dieser nach Verlust des Plasmides - und somit auch des Plasmid-kodierten 

Phagenlysins - im Wirt nicht mehr überlebensfähig ist. Die Strategie zur Konstruktion dieses 

„balanced lethal“ Plasmid-Systems sah vor, ein essentielles Gen aus dem Chromosom zu entfernen 

und dieses auf dem Plasmid, welches stabilisiert werden soll, in trans zu komplementieren. 

 

 

5.2.1 Konstruktion eines „balanced lethal“ Systems für Listeria monocytogenes 

 

5.2.1.1 Segregationsstabilität verschiedener „shuttle“-Plasmide in Listeria monocytogenes 

 

In Listeria spp. sind einige native Riesen-Plasmide beschrieben worden (Perez-Diaz et al., 1982, 

Flamm et al., 1984), deren Replikationsursprung aber noch nicht näher charakterisiert worden sind. 

Daher werden zur Einführung von DNA in Listeria ausschließlich „shuttle“-Plasmide verwendet, 

welche neben dem Replikationsurprung für den Klonierungswirt E. coli einen zweiten 

Replikationsurprung eines nahe verwandten, Gram-positiven Bakteriums besitzen. 

Die „shuttle“-Plasmide pHPS9, pMK4, pFLO1, pERL-3 und pRP9 (Tabelle 5.3) wurden zur 

Bestimmung ihrer jeweiligen Replikationsfähigkeit und Stabilität in den Stamm L. monocytogenes 

EGD Sv 1/2a transformiert und zunächst in BHI-Medium ohne Antibiotika bei 37°C kultiviert. Zu 
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verschiedenen Zeitpunkten wurde eine Verdünnung der Kulturen sowohl auf eine BHI-Agarplatte 

als auch auf eine Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Anzahl der 

Kolonien auf der Platte ohne Antibiotikum relativ zu der Anzahl der Kolonien auf der Platte mit 

Antibiotikum ergaben eine Aussage über die Segregationsstabilität der jeweiligen „shuttle“-

Plasmide (Abb. 5.28). 

Parallel zu dieser Methode wurden die Kulturen zusätzlich zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf 

eine BHI-Agarplatte ohne Antibiotikum ausplattiert, anschließend wurden die Kolonien auf eine 

Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum überstrichen. Die so erhaltenen Daten unterschieden 

sich aber nicht von denen, welche durch paralleles Ausplattieren erhalten wurden. 

Das „shuttle“-Plasmid pERL-3 zeigte in diesen in vitro Untersuchungen die höchste Stabilität, d. 

h., nahezu alle Bakterien, welche 48 Stunden in BHI-Medium ohne Antibiotikum kultiviert worden 

waren, enthielten ein Resistenz-vermittelndes Plasmid. Der Teil des Plasmides pERL-3, welcher 

ursprünglich aus einem Gram-positiven Bakterium stammt, wurde daher weiter als Basis zum 

Aufbau eines stabilen „balanced lethal“ Plasmid-Systems verwendet (siehe 5.1.1.2). 

 

Bezeichnung Replikations- Größe Antibiotikum 

  ursprung     

pERL-3 pAM�1 7,0 kb Erythromycin (5µg/ml) 

pFlo1 ori U 4,2 kb Tetracyclin (5µg/ml) 

pHPS9 pTA1060 (rep60) 5,7 kb Erythromycin (5µg/ml) 

pRP9   2,9 kb Chloramphenicol (5 µg/ml) 

pMK4 Bac.R-plasmid incomp. group 8 5,6 kb Chloramphenicol (5 µg/ml) 
 

Tabelle 5.3: E. coli / L. monocytogenes „shuttle“ Plasmide. 
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Abbildung 5.28: Stabilität verschiedener „shuttle“-Plasmide nach Kultivierung in BHI-Medium ohne Antibiotika. 
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5.2.1.2 Konstruktion des Basis-Plasmides pUNK1 

 

Das durch vorangegangene Untersuchungen als hoch stabiles Plasmid in Listeria charakterisierte 

Plasmid pERL-3 entstand als Fusion über EcoRI-Schnittstellen aus den Eltern-Plasmiden pIL253 

und pLJ (Hartl, M., 1990). pERL-3 besteht aus 7,2 kb DNA (Abb. 5.29) und schien auf Grund 

seiner Größe ungeeignet für den weiteren Aufbau eines Gentransfer-Plasmides. pIL253 dagegen ist 

ein  
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Abbildung 5.29: Konstruktion des „shuttle“-Plasmides pUNK-1. 
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4,9 kb kleines Plasmid, dessen Replikationsursprung pAMβ1 ursprünglich aus Enterococcus 

faecalis isoliert wurde (Schumann, 1990) und bereits als geeigneter Klonierungsvektor für L. 

monocytogenes beschrieben worden ist (Flamm et al., 1984). Das Plasmid kodiert außerdem ein 

Erythromycin-Resistenz-Gen (ermAM) und verschiedene Gene für Replikationsproteine (repD, 

repE) zur Replikation in Gram-positiven Bakterien. Da das Erythromycin-Resistenz-Gen auch im 

Klonierungswirt E. coli Resistenz vermitteln kann, wurde pIL253 aus pERL-3 reisoliert und mit 

dem von pUC18 stammenden Replikationsurprung oriE1 zu einem neuen „shuttle“-Plasmid 

fusioniert:  

Mit den Oligonukleotiden „oriE1-EcoRI-for“ und „oriE1-EcoRI-rev“ (Galen et al., 1999) und 

pUC18 als Matrize konnte das Fragment oriE1 (681bp) amplifiziert werden. pIL253 wurde durch 

EcoRI-Restriktion aus pERL-3 herausgeschnitten und konnte anschließend mit dem ebenfalls mit 

EcoRI gespaltenen Fragment oriE1 zu dem 5586 bp großen, neuen „shuttle“-Plasmid pUNK1 

ligiert werden (Abb. 5.29). 

 

Nach Transformation von pUNK1 in L. monocytogenes EGD Sv 1/2a wurde die 

Segregationsstabilität dieses Plasmides in BHI-Medium zu verschieden Zeitpunkten bestimmt 

(Abb. 5.30). Es zeigte sich, dass pUNK1 im Vergleich zu pERL-3 bereits nach 48 h bei 30 % der 

Bakterien nicht mehr vorhanden war, das Plasmid pFLO1 dagegen konnte in ca. 70 % der 

Bakterien nicht mehr nachgewiesen werden. pUNK1 wurde daher in den weiteren Arbeiten als 

stabileres Basis-Plasmid für das Gentransfer-System eingesetzt (siehe 5.2.1.7), während pFLO1 als 

instabileres Komplementations-Plasmid für die Konstruktion der trpS-Deletionsmutante (siehe 

5.2.1.4) verwendet worden ist. 

 
Abb. 5.30: Segregationsstabilität 
von pUNK1 in BHI-Medium im 
Vergleich zu seinem Ursprungs-
Plasmid pERL-3 und zu pFLO1.  
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5.2.1.3 Klonierung eines funktionellen L. monocytogenes trpS-Gens  

 

Zur Konstruktion eines „balanced lethal“ Plasmid-Systems sollte ein essentielle Gen von L. 

monocytogenes im Genom dieses Bakteriums deletiert werden, parallel dazu muss sich dieses Gen 

in einer funktionellen Transkriptionseinheit auf einem Komplementations-Plasmid befinden, damit 

die Lebensfähigkeit der Deletionsmutante erhalten bleibt.  

Die Tryptophanyl-tRNA-Synthetase (TrpRS) von L. monocytogenes, kodiert vom Gen trpS, 

katalysiert die Verknüpfung von Tryptophan an die entsprechende Tryptophanyl-tRNA, wodurch 

TrpRS ein essentielles Enzym in der Proteinbiosynthese darstellt. Ausgehend von der trpS-Sequenz 

von B. subtilis konnte in der bis dahin zwar sequenzierten, aber noch nicht annotierten, 

genomischen Sequenz des Stammes L. monocytogenes EGD-e (Listeria monocytogenes genome 

sequencing project, 1998) ein homologes Gen mit 65.7 % Identität in der Nukleinsäuresequenz und 

73 % Identität in der Aminosäuresequenz gefunden werden. Das trpS-Gen von L. monocytogenes 

umfasst 993 bp (B. subtilis 990 bp) und wird von einer Terminatorregion begleitet.  

Unter der Annahme, dass sich die Promotorregion von TrpRS in einem Bereich von 300-400 bp 

vor dem Leserahmen des Genes befindet, wurden zwei Oligonukleotide definiert, welche zum 

einen eine SalI-Schnittstelle ca. 350 bp vor dem Translationsstart (trpS-SalI-for) einführen und zum 

anderen sechs Histidinreste, gefolgt von zwei Stopcodons und einer weiteren SalI-Schnittstelle and 

das Ende des trpS-Leserahmens anhängen (trpS-SalI-6His-rev). Ausgehend von L. monocytogenes 

EGD-e als Matrize und wurde das Fragment trpS-6His amplifiziert, welches nach SalI-Restriktion 

in das ebenfalls mit SalI linearisierte Plasmid pFLO1 kloniert worden ist.  

Um eine Expression von Plasmid-kodiertem TrpRS nachzuweisen, wurde das resultierende 

Plasmid pFLO-trpS-6His in L monocytogenes EGD-e transformiert. Von diesem Stamm wurden 

anschließend zelluläre Proteine präpariert und in einer Western Blot Analyse untersucht (Abb. 

5.31). Zur Detektion wurde ein Tetra-His-Antikörper (Fa. QIAGEN) eingesetzt, welcher spezifisch 

die Histidinreste des plasmid-kodierten trpS-6His erkennen sollte. TrpRS-6His wurde sowohl in L. 

monocytogenes EGD-e als auch in E. coli DH10b exprimiert, allerdings nicht auf der erwarteten 

Höhe von ca. 37 kDa (siehe Abb. 5.31). 
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Abbildung 5.31: 
Western Blot Analyse von 
trpS-6His exprimierenden E. 
coli bzw. L. monocytogenes. 
Zur Immunfärbung wurde 
ein Tetra-His-Antikörper 
verwendet. 
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Nachdem durch die Expressionsanalyse nachgewiesen wurde, dass die Promotorregion von trpS in 

der ca. 350 bp aufwärts gelegenen Genregion vor dem Leserahmen liegt, wurde ein neues trpS-

Fragment mit gleichem 5´-Oligonukleotid (trpS-SalI-for) und neuem 3´-Oligonukleotid (trpS-SalI-

rev) mittels PCR amplifiziert. Auf diesem Fragment befindet sich neben der trpS-Promotorregion 

und dem ursprünglichen Leserahmen von L. monocytogenes trpS ohne His-Tag auch die 

Terminatorregion des Gens. Dieses Fragment wurde ebenfalls über SalI-Schnittstellen in pFLO1 

kloniert, das resultierende Plasmid pFLO-trpS wurde als Komplementations-Plasmid bei der 

nachfolgenden Deletionsmutagenese eingesetzt. 

 

 

5.2.1.4 Konstruktion der L. monocytogenes Deletionsmutante ∆trpS/ pFLO-trpS  

 

Die Deletion von trpS im Chromosom von L. monocytogenes sollte die Promotorregion, den 

Leserahmen und die Terminatorregion des Gens umfassen, damit nach Deletion eine 

unbeabsichtigten Rekombination von chromosomalen, homologen Elementen mit dem 

Komplementations-Plasmid pFLO-trpS vermieden wird.  

Zur Konstruktion eines trpS-Mutagenese-Plasmides wurde ein die Deletionsregion 5´-flankierendes 

Fragment A (342 bp) mit den Oligonukleotiden deltrpS-A-for und deltrpS-A-rev amplifiziert, 

während mit Hilfe der Oligonukleotide deltrpS-B-for und deltrpS-B-rev ein 3´-flankierendes 

Fragment B (382 bp) entstand. Die Sequenz beider Fragmente wurde der des vom „Listeria 

monocytogenes genome sequencing project“ sequenzierten Stammes L. monocytogenes EGD-e 

entliehen. Beide Fragmente wurden über eine PspAI-Schnittstelle zu Fragment AB ligiert, dieses 

mit Hilfe der Oligonukleotide deltrpS-A-for und deltrpS-B-rev nochmals in einer PCR-Reaktion 

amplifiziert und über EcoRI- und BamHI-Schnittstellen in das Plasmid pUC18 inseriert. Nach 

Vervielfältigung des resultierenden Plasmides pUC18-deltrpS-AB wurde das Fragment in das 

Plasmid pLSV1 subkloniert. 

Nach Transformation des trpS-Mutagenese-Plasmides pLSV-deltrpS-AB in den L. monocytogenes 

Stamm EGD-e, Zwischenzüchtung bei 30°C und anschließender Kultivierung auf BHI-Agarplatten 

mit Erythromycin bei 43°C konnten einige Klone präpariert werden, welche das Plasmid 

chromosomal inseriert hatten. Von diesen wurde ein Klon ausgewählt, welcher eine homologe 

Rekombination mit dem Plasmid über das Fragment deltrpSA vollzogen hatte. Dieser Klon wurde 

elektrokompetent gemacht und mit dem Komplementations-Plasmid pFLO-trpS transformiert. 

Anschließend konnte nach 20 Passagen bei 37°C die trpS-Deletionsmutante (∆trpS/ pFLO-trpS) 

isoliert werden. 

Die chromosomale Deletion des essentiellen Gens trpS konnte erst nach der zweiten Durchführung 

der gesamten Prozedur bewerkstelligt werden. Im Rahmen der ersten Deletionsmutagenese kam es 

zu unerwarteten Rekombinations-Ereignissen, u.a. lies sich nach Insertion des Mutagese-Plasmides 
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das trpS-Gen oder ein Teil davon mittels PCR ca. 6 kb stromabwärts vom ursprünglichen Locus 

nachweisen.  

Aus diesem Grund wurde die erfolgreich hergestellte Deletionsmutante ∆trpS/ pFLO-trpS nicht nur 

durch die Sequenzierung des Deletions-Locus verifiziert, sondern auch durch Southern Blot 

Analyse auf eventuell vorhandene, aber im Chromosom verlagerte Fragmente des trpS-Gens 

kontrolliert. Chromosomale DNA von ∆trpS/ pFLO-trpS und wildtypischen Bakterien sowie das 

Plasmid pFLO-trpS wurden mit HincII gespalten, in einem Agarose-Gel aufgetrennt und auf eine 

Nylon-Membran geblottet. Als Sonde diente ein 518 bp großes Fragment des trpS-Gens, welches 

mit den Oligonukleotiden trpS-check-for und trpS-check-rev amplifiziert worden ist. 

Beim Wildtyp konnte trpS korrekt auf einem ca. 1400 bp großem DNA-Fragment detektiert 

werden (Abbildung 5.32), während auf dem Plasmid pFLO-trpS u.a. ein Fragment von ca. 950 bp 

mit der Sonde spezifisch hybridisierte. Zusätzlich wurden aber auch andere HincII-Spaltfragmente 

bzw. partial verdaute Plasmid-DNA von der Sonde erkannt. Im Stamm ∆trpS/ pFLO-trpS 

hybridisierten ebenfalls diese vom Plasmid abstammenden DNA-Fragmente mit der trpS-Sonde, 

wobei das originale, chromosomale trpS-Fragment von ca. 1400 bp nicht mehr detektiert wurde. 

Zusätzlich erschien jedoch eine neue Bande von 600-800 bp, welche nicht dem Plasmid pFLO-trpS 

zugeordnet werden konnte. Ob diese Bande von einem evtl. verschobenen partialen trpS-Gen oder 

von einer funktionellen Transkriptionseinheit abstammt, kann nur mit weiteren funktionellen 

Untersuchungen, wie z. B. einer Plasmid-Stabilitäts-Untersuchung, geklärt werden. ∆trpS/ pFLO-

trpS wurde außerdem mittels Southern Blot Analyse auf die Anwesenheit von pLSV-Derivaten 

bzw. des von pLSV kodierten Erythromycin-Resistenz-Gens untersucht. Der Stamm schien jedoch 

völlig frei von solchen DNA-Fragmenten zu sein. 
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Abbildung 5.32: Southern Blot Analyse von ∆trpS/ pFLO-trpS auf die Anwesenheit eines chromosomalen trpS-Gens. 
(A) Agarose-Gel-Elektrophorese der mit HincII gespaltenen DNA. (B) Southern Blot dieser DNA nach Hybridisierung 
mit einer ECL-markierten trpS-Sonde. Verwendete DNA: (1) Chromosomale DNA von L. m. EGD-e, (2) chromosomale 
DNA von ∆trpS/ pFLO-trpS, (3) pFLO-trpS. 
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5.2.1.5 Segregationsstabilität und Austausch von Plasmiden in der ∆trpS-Deletionsmutante  

 

Die Deletionsmutante ∆trpS/ pFLO-trpS wurde nach Anzucht in BHI-Medium mit Erythromycin 

5x in einer 1:1000-Verdünnung in BHI-Medium bis zur stationären Phase weiter passagiert, 

wodurch ca. 50 Generationen (s. Anhang) der Plasmid-tragenden Mutante erzeugt worden sind. 

Nach Ausplattierung auf BHI-Agar wurden 200 Kolonien auf BHI-Agar mit Tetracyclin überführt. 

Alle Kolonien erwiesen sich als Tetracyclin-resistent. 

Parallel dazu wurde die Plasmid-DNA von 24 Kolonien durch Minipräparation isoliert und nach 

SalI-Restriktion mittels Agarose-Gel-Elektrophorese detektiert. Alle Kolonien trugen eindeutig das 

Plasmid pFLO-trpS (Abb. 5.33). 

Durch Subklonierung des trpS-

Fragmentes von pFLO-trpS in pUNK1 

entstand das zweite Komplementations-

Plasmid pUNK-trpS (später als pSP0 

bezeichnet). Dieses Plasmid wurde in 

∆trpS/ pFLO-trpS transformiert und der 

Stamm für ca. 20 Generationen in BHI-

Medium mit Erythromycin kultiviert. 

Nach Ausplattierung dieser Kultur auf 

BHI-Agar mit Erythromycin wurden 200 

Kolonien auf BHI-Agar mit Tetracyclin 

überführt. Nur 10 % der Kolonien erwiesen sich dabei als Tetracyclin-resistent. In einer PCR-

Analyse mit Gesamt-DNA einer Tetracyclin-resistenten Kolonie als Matrize konnte eindeutig 

nachgewiesen werden, dass dieser, als ∆trpS / pSP0 bezeichnete Stamm, keine Kopie des 

Plasmides pFLO-trpS mehr trägt (Abbildung 5.34). 
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Abbildung 5.33: Nachweis von pFLO-trpS in ∆trpS/  
pFLO-trpS durch Restriktionsanalyse mit SalI. 

Es ist also möglich, verschiedene trpS-tragende Plasmide mit unterschiedlichen Resistenzmarkern 

innerhalb dieses neuen „balanced lethal“ Plasmid-Systems untereinander auszutauschen, ohne die 

jeweilige Stabilität des von den Bakterien replizierten Plasmides zu beeinträchtigen. 
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Abbildung 5.34: Austausch der Plasmide pUNK-trpS 
und pFlo-trpS in ∆trpS. 
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5.2.1.6 In vivo -Stabilität von ∆trpS/ pSP0-PCMV  

 

Das Plasmid pSP0-PCMV (siehe 5.2.1.7) wurde sowohl in L. monocytogenes EGD-e (Wildtyp) als 

auch in ∆trpS/ pFLO-trpS transformiert und der Stamm ∆trpS/ pSP0-PCMV durch Plasmid-

Austausch isoliert (siehe 5.2.1.5). EDG-e/ pSP0-PCMV und ∆trpS/ pSP0-PCMV wurden in BHI-

Medium mit Erythromycin bis zu einer Dichte von 180 KE (≈ 1 x 109 Bakterien / ml) kultiviert, 

anschließend wurde je eine BALB/c -Maus mit 109 Bakterien pro Stamm orogastrisch infiziert. 

Vier Tage nach Infektion wurden die Bakterien aus Leber und Milz reisoliert und auf BHI-Agar 

ausplattiert. Nach Übertragung von 150 Kolonien des Stammes EGD-e / pSP0-PCMV auf BHI-Agar 

mit Erythromycin konnten 94 Kolonien (63 %) als Em-resistent bestimmt werden, während sich 

alle 260 untersuchten Kolonien des Stammes ∆trpS/ pSP0-PCMV als Em-resistent erwiesen (Abb. 

5.35). 
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Abbildung 5.35: In vivo Stabilität von pSP0-PCMV in ∆trpS bzw. 
im Wildtyp (Wt). 
 

 

 

 

 

 

.2.1.7 Konzeption und Konstruktion von Plasmiden für den Transfer und Expression von Genen 

nter eukaryotischer Promotorkontrolle 

owohl pFLO-trpS (siehe 5.2.1.5) als auch pSP0-PCMV (siehe 5.2.1.6) erwiesen sich als 100 % 

tabilisiert in der trpS-Deletionsmutante (∆trpS). Da pUNK1 das per se stabilere Plasmid in 

isteria zu sein schien (siehe 5.1.1.3), wurde es als Ausgangsplasmid für den Aufbau verschiedener 

entransfer-Plasmide verwendet, während pFLO-trpS weiter als Komplementations-Plasmid 

iente.  

isteria monocytogenes soll im Rahmen des zu konstruierenden Gentransfer-Systems im Zytosol 

er Wirtszelle mit Hilfe des Listerien-spezifischen Phagenlysins 118 lysiert werden, damit 

lasmid-DNA freigesetzt werden kann, welche eine Expressionskassette eines Modellproteins oder 

ntigens kodiert. Phagenlysin 118 ist eine Endopeptidase des Phagen A118, welche listerielles 

eptidoglykan zwischen L-Alanin und D-Glutamat hydrolysiert (Loessner et al., 1995). Der Phage 

118 codiert ebenfalls für ein Holin-Gen, dessen Produkt ein Membranprotein darstellt, welches 

oren in der bakteriellen Zellwand bildet. Nach Expression des Phagenlysins 118 im Zytosol von 
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Listeria gelangt dieses in Verlauf einer Phageninfektion durch die Holin-Poren zu seinem Substrat, 

dem Peptidoglykan und lysiert so die bakterielle Zellwand (Loessner et al., 1995).  

Dietrich et al. publizierten 1998 eine Lysis-Kassette, bei der das Gen für das Phagenlysin 118 unter 

der Kontrolle des ActA-Promotors von L. monocytogenes steht (PactA-ply118). Der ActA-Promotor 

ist vom Transkriptionsaktivator PrfA abhängig und wird vorwiegend erst im Zytosol von 

eukaryotischen Zellen aktiv (Portnoy et al., 1992). Obwohl dieses vom ActA-Promotor 

kontrollierte Phagenlysin ohne Anwesenheit von Holin-Poren nicht aus der Bakterienzelle gelangen 

kann, konnte bereits gezeigt werden, dass diese Lysis-Kassette wirksam ist: Listerien, welche mit 

PactA-ply118 ausgestattet wurden, lysierten verstärkt, aber nicht vollständig im Zytosol der 

Makrophagen-Zell-Linien J774.A1 und P388.D1 (Dietrich et al., 1998). Gleichzeitig konnte ein 

erhöhter Plasmid-DNA-Transfer von Listeria ins Zytosol der Wirtszellen nachgewiesen werden. 

M. Steigerwald klonierte 1998 im Rahmen seiner Diplomarbeit zusätzlich eine zweite Lysis-

Kasette, und bei dieser wurde nicht nur der ActA-Promotor sondern auch das ActA-Sipnalpeptid 

über eine BamHI-Schnittstelle mit dem Phagenlysingen fusioniert (PactA-SPactA-ply118). Dieses 

Konstrukt soll das Phagenlysin 118 nach Expression in Listeria aus dem Bakterium exportieren, 

wobei es ins Zytosol der Wirtszelle gelangen soll. Dort könnte dieses Phagenlysin sowohl seinen 

eigenen Produzenten als auch andere Listerien-Zellen lysieren.  

 

Sowohl PactA-ply118 als auch die zweite Lysis-Kassette PactA-SPactA-ply118 wurden zusammen mit 

einer eukaryotischen Expressions-Kassette auf das Ausgangsplasmid pSP0 kloniert, um die 

Wirkung beider Phagenlysin-Kassetten zusammen mit neuen „balanced lethal“ Plasmid-System 

∆trpS/ ptrpS zu testen. Zur Expression eines Modellproteins oder Antigens wurde der „Immediate 

early“ Zytomegalievirus-Promotor gewählt, welcher sich zusammen mit einem „splice donor/ 

splice acceptor“ (SD/SA) –Intron und einem Polyadenylierungssignal von SV40 auf dem 

Expressions-Plasmid pCMVβ der Fa. BD Biosciences Clontech befindet.  

Die Klonierung der Gentransfer-Plasmide wurde im folgenden beschrieben durchgeführt: In einem 

ersten Schritt wurde das β-Galaktosidase-Gen lacZ aus der Expressions-Kassette von pCMVβ mit 

NotI herausgespalten und das Plasmid erneut ligiert. Nach erneuter Restriktion des verkleinerten 

Plasmides mit PstI und SalI konnte ein 1023 bp großes Fragment (als PCMV bezeichnet) isoliert 

werden, welches aus dem CMV-Promotor, dem SD/SA-Intron, einer freien NotI-Schnittstelle zur 

Inserierung variabler Gene und einem nachfolgenden Polyadenylierunsgssignal zusammengesetzt 

ist. Dieses Fragment wurde über die Schnittstellen PstI und SalI in das Plasmid pUNK1 kloniert, 

resultierend in pUNK-PCMV .  

In einem zweiten Schritt wurde das Fragment PactA-ply118 mit den Restriktionsenzymen ECL136II 

und SalI aus dem Plasmid pUC18ActPr118 (Dietrich, 1998) herausgeschnitten und in das mit SalI 

und SmaI linearisierte Plasmid pUNK-PCMV inseriert. Das resultierende Plasmid pUNK-PCMV PactA-
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ply118 wurde in einem abschließenden SalI-Verdau linearisiert und mit dem Fragment trpS (siehe 

5.2.1.3) ligiert. Das entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung pSP1-PCMV (Abbildung 5.36). 

Parallel dazu konnte das Fragment PactA-SPactA-ply118 mit ECL136II und SalI aus dem Plasmid 

pFLO118 (Steigerwald, 1999) gespalten und in die Schnittstellen SalI und SmaI von pUNK-PCMV 

eingesetzt werden. pUNK-PCMV PactA-SPactA-ply118 wurde ebenfalls nach SalI-Restriktion mit dem 

Fragment trpS ligiert, resultierend in dem zweiten Gentransfer-Plasmid pSP2-PCMV (Abb. 5.36). 

In einem letzten Schritt wurde das Fragment trpS (siehe 5.2.1.3) nach SalI-Restriktion in die SalI-

Schnittstelle des Plasmides pUNK-PCMV kloniert, dadurch entstand das Gentransfer-Plasmid pSP0-

PCMV ohne Lysis-Kassette (Abb. 5.36). 

Alle drei Gentransfer-Plasmide wurden in den L. monocytogenes Stamm ∆trpS/ pFLO-trpS 

transformiert und durch Plasmidaustausch (siehe 5.2.1.5) die Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ 

pSP1-PCMV sowie ∆trpS/ pSP2-PCMV isoliert. 
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Abbildung 5.36: Schematische Darstellung der Gentransfer-Plasmide pSP0-PCMV, pSP1-PCMV und pSP2-PCMV. 
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5.2.2 Charakterisierung der L. monocytogenes Gentransferstämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, 

∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV  

 

5.2.2.1 Wachstum der Stämme in BHI-Medium 

 

L. monocytogenes EGD-e (Wt), ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV sowie ∆trpS/ pSP2-PCMV 

wurden je dreimal aus einer Übernachtkultur 1:100 in BHI-Medium verdünnt und bei 37°C 

kultiviert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die OD bei 600 nm der einzelnen Kulturen 

bestimmt (Abbildung 5.37). 

Das Wachstum aller drei ∆trpS-Stämme erwies sich als deutlich verlangsamt gegenüber dem 

Wildtyp-Stamm, die Kulturen erreichten jedoch alle eine ähnliche Bakteriendichte. Auffällig war, 

dass ∆trpS/ pSP2-PCMV, der Stamm mit dem ActA-Signalpeptid zum Export des Phagenlysins, 

nach ca. 10 Stunden teilweise zu lysieren schien, während man bei ∆trpS/ pSP1-PCMV erst einen 

Rückgang der OD600 nach Kultivierung über Nacht beobachten konnte. Später aufgenommene 

Wachstumskurven in verschiedenen BHI-Medium-Chargen ergaben weitere starke Schwankungen 

im Wachstum dieser Stämme. In einigen BHI-Chargen konnte z.B. der Stamm ∆trpS/ pSP2-PCMV 

nur bis zu einer mOD600 von ca. 400-500 wachsen, gefolgt von einer starken Lysis der Bakterien, 

während ∆trpS/ pSP1-PCMV in den meisten BHI-Chargen eine ähnliche OD600 erreichte wie der 

Stamm ∆trpS/ pSP0-PCMV ohne Phagenlysin. 
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Abbildung 5.37: Wachstumskurven der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV , ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV in BHI-
Medium. 
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5.2.2.2 Stabilität der Gentransfer-Stämme in verschiedenen Medien bzw. Puffern 

 

Nicht nur in BHI-Medium schien der Gentransfer-Stamm ∆trpS/ pSP2-PCMV (mit PactA-SPactA-

ply118) zu lysieren, sondern sogar nach Aufnahme in PBS konnte eine Abnahme der 

Bakteriendichte des Stammes beobachtet werden. Ursache dieses Effektes schien eine 

unerwünschte, extrazelluläre Aktivität des ActA-Promotors zu sein, zusätzlich schien das mit dem 

ActA-Signalpeptid fusionierte Phagenlysin 118 im Vergleich zum nicht fusionierten Protein die 

Bakterien besonders effektiv zu lysieren.  

Daher musste ein Medium oder Puffer gesucht werden, in dem alle drei Gentransfer-Stämme 

(∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV) stabil kultiviert oder überführt 

werden können, ohne dass der ActA-Promotor aktiviert wird. Einerseits kann man die Gentransfer-

Effizienz dieser Stämme in vitro Versuchen nur dann vergleichen, wenn alle Stämme extrazellulär 

gleichermaßen stabil sind und andererseits müssen alle drei Stämme bei einer in vivo Anwendung 

zusätzlich die saure Magenpassage überleben und unlysiert den Darm zum Eintritt in den Wirt 

erreichen.  

Aus diesen Gründen wurden die drei Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ 

pSP2-PCMV in BHI-Medium bei 37°C zunächst bis zu einer OD600 von 0,6-0,7 (exponentielle Phase) 

kultiviert, dann wurden je 5 ml der Kulturen einzeln abzentrifugiert und in 5 ml BHI, PBS, PBS + 2 

% Glukose, H2Odeion. und MWB-Medium resuspendiert. MWB-Medium ist ein chemisch definiertes 

Minimalmedium für Listerien (Ranga et al., 1991). Die einzelnen Suspensionen wurden 24 

Stunden parallel bei RT und 4°C inkubiert und anschließend die OD600 bestimmt (Abbildung 5.38). 

Zusätzlich wurde untersucht, ob der ActA-Promotor im sauren Milieu des Magen angeschaltet 

wird, dazu wurden BHI, MWB-Medium und PBS auf pH-Werte von 2 bis 6 mit HCl angesäuert. 
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Abbildung 5.38: Lysis von ∆trpS/ pSP0-PCMV , ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV in verschiedenen Medien und 
Puffern. 
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Im Vergleich zum Gentransfer-Stamm ∆trpS/ pSP0-PCMV ohne Phagenlysin lysierte ∆trpS/ pSP1-

PCMV mit PactA-ply118-Kassette stark bei RT in neutralem PBS und teilweise in PBS pH 6 sowie 

BHI-Medium (siehe auch Abb. 5.37). ∆trpS/ pSP2-PCMV, der Stamm mit ActA-Signalpeptid (PactA-

SPactA-ply118), zeigte eine starke Lysis in H2Odeion. in PBS bei 4°C und RT, sowie eine teilweise 

Lysis bei RT in BHI-Medium und PBS bei pH 4-6. Alle drei Stämme erwiesen sich jedoch als 

konsistent in MWB-Medium und PBS + 2 % Glukose. 

Nach Ansäuerung der Medien schien das Phagenlysin zunächst inaktiv zu werden, mit weiter 

abnehmenden pH wurden die Bakterien aber abgetötet, was sich durch ihr Absinken im Medium 

äußerte. 

Da das MWB-Minimalmedium für Listerien sich als zu aufwendig herstellbar erwies, wurden 

weitere Medien und Wachstumsbedingungen zur Kultivierung der Gentransfer-Stämme getestet. 

Leimeister-Wächter et al. veröffentlichten 1992, dass die Expression der Virulenz-Gene von L. 

monocytogenes thermoreguliert ist, d.h., bei Wachstumstemperaturen unter 30°C scheinen 

Virulenz-Gene nicht transkribiert zu werden. Ebenso kann durch die Anwesenheit des β-

Glukosides Cellobiose die Transkription von actA und anderer PrfA-regulierten Gene supprimiert 

werden (Park et al., 1993, Renzoni et al., 1997). 

Von den Gentransfer-Stämmen ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV 

wurden daher Wachstumskurven bei 37°C und RT aufgenommen, dabei wurde zum einen zwei 

verschiedene BHI-Medium-Chargen (Fa. Scharlau versus Fa. Difco) bzw. BHI-Medium mit 25 

mM Cellobiose getestet (Abbildung 5.39). 
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Abbildung 5.39: Wachstum von 
∆trpS/ pSP0-PCMV , ∆trpS/ pSP1-
PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV in 
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Der Stamm ∆trpS/ pSP2-

PCMV wurde auch in diesem 

Experiment in einem der 

BHI-Medien (Fa. Difco) am 

schnellsten lysiert, dieser 

Effekt konnte aber sowohl 

durch 25 mM Cellobiose als 

auch durch Wachstum bei 

RT aufgehoben werden.  
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5.2.2.3 Wachstum der Gentransfer-Stämme in verschiedenen Zell-Linien 

 

Zur Beurteilung des intrazellulären Verhaltens wurden sowohl die murine Makrophagen-Zell-Linie 

J774.A1 als auch die humane epitheliale Colonzell-Linie Caco-2 mit den Stämmen ∆trpS/ pSP0-

PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV, ∆trpS/ pSP2-PCMV und dem Wildtyp infiziert. Dazu wurden alle Stämme 

bis zu einer OD600 = 1 in MWB-Minimalmedium (siehe 5.2.2.2) bei 37°C kultiviert, einmal in 

Minimalmedium gewaschen und in gleichem Volumen MWB-Medium incl. 20 % Glyzerin bei -

80°C bis zum Gebrauch gelagert. J774.A1-Makrophagen wurden mit einer MOI=5 und Caco-2 –

Zellen mit einer MOI=20 in Tripletts für eine Stunde infiziert, nachdem die Bakterien auf diese 

MOIs in RPMI verdünnt worden waren. Nach drei Wasch-Schritten mit PBS(Ca2+/Mg2+) wurden 

alle Infektionsansätze mit RPMI/FKS + 100 µg/ml Gentamycin behandelt. Anschließend wurden 

im Abstand von je einer Stunde die Infektionsansätze nach zwei Wasch-Schritten geerntet, die 

Zellen mit Ultraschall aufgebrochen, und die Bakteriensuspension in Verdünnungsreihen zur 

quantitativen Auswertung ausplattiert. Außerdem wurden die in RPMI verdünnten Bakterien nach 

Infektionsstart ebenfalls ausplattiert, um eventuelle Lysiseffekte der Stämme in RPMI 

abzuschätzen, jedoch konnten keine verringerten Zellzahlen bei den Phagenlysin-tragenden 

Gentransfer-Stämmen beobachtet werden, d.h., RPMI scheint in einem Zeitraum von ca. einer 

Stunde keine Aktivierung des ActA-Promotors zu induzieren. 

Der Wildtyp und die Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, und ∆trpS/ pSP1-PCMV zeigten ein ähnliches 

Invasionsverhalten (Abbildung 5.40:A, C), dagegen konnten bei dem Stamm ∆trpS/ pSP2-PCMV mit 

der Kassette PactA-SPactA-ply118 eine Stunde nach Gentamycinzugabe (= 2 h p.i.) nur 1,4 % (bei 

J774.A1) bzw. 0,3 % (bei Caco-2) intrazelluläre Bakterien in Relation zu ∆trpS/ pSP0-PCMV, dem 

Stamm ohne Phagenlysin, nachgewiesen werden. Ob diese Bakterien extrazellulär bei Zellkontakt 

oder rasch nach Eintritt in die Zellen gestorben sind, konnte anhand dieser Daten nicht festgestellt 

werden.  

Nach Beurteilung der intrazellulären Bakterienzahl/ Napf im Verlauf von fünf Stunden nach 

Gentamycinzugabe (Abbildung 5.40:B, D) konnte beim Wildtyp, bei ∆trpS/ pSP0-PCMV, und auch 

bei ∆trpS/ pSP1-PCMV ein intrazelluläres Wachstum der Bakterien beobachtet werden. ∆trpS/ 

pSP2-PCMV dagegen schien sich in Caco-2 Zellen in diesem Zeitraum nicht weiter signifikant zu 

vermehren, und in J774.A1 Makrophagen war zusätzlich zur oben beschriebenen, frühen Lysis des 

Stammes eine weitere signifikante Reduktion der Lebendbakterienzahlen um 75 % beobachten. 
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Abbildung 5.40: Relative Invasionsrate (A, C) bzw. intrazelluläres Wachstum (B, D) von ∆trpS/ pSP0-PCMV , ∆trpS/ 
pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV  in Caco-2 (C, D) und P388.D1 (A, B). 
 

 

5.2.2.4 TEM-Aufnahmen der intrazellulären Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und 

∆trpS/ pSP2-PCMV  

 

Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Gentransfer-Stämme nach Infektion von 

Zellen sollten zeigen, wie weit die bakteriellen Strukturen von den beiden verschiedenen 

Phagenlysin-Varianten beeinflusst werden. P388.D1 Makrophagen wurden mit den Stämmen 

∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV infiziert, 12 Stunden nach Infektion 

fixiert und nach einer Standardmethode der elektronenmikroskopischen Abteilung des Biozentrums 

eingebettet (siehe 4.6.2). 

Die Aufnahmen in Abbildung 5.41 zeigen P388.D1 Zellen, in deren Zytosol sich Bakterien der 

Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV (A+D), ∆trpS/ pSP1-PCMV (B+E) und ∆trpS/ pSP2-PCMV (C+F) 

befinden, was daran zu erkennen ist, dass die Bakterien teilweise von Aktin-Filamenten umgeben 

sind. Obwohl die beiden letzteren Stämme Phagenlysin 118 exprimieren, konnte bei ihnen keinerlei 

morphologische Veränderungen, ihre Zellwand oder andere bakterielle Strukturen betreffend, 

festgestellt werden. Im Gegensatz zu Bakterien, die sich desintegriert in den Phagosomen der 

Makrophagen befanden (Abb. 5.41, D rechts), schienen alle im Zytosol der Zellen befindlichen 

Bakterien unbeeinträchtigt zu sein. 

 

 

 

 



146 Ergebnisse 

 

A B C

D E F

∆trpS/ pSP0-PCM V ∆trpS/ pSP1-PCMV ∆trpS/ pSP2-PCMV

 

Abb. 5.41: Transmissions-Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen von ∆trpS/ 
pSP0-PCMV (A,D), ∆trpS/ pSP1-PCMV 
(B,E) und ∆trpS/ pSP2-PCMV  (C,F) in 
P388.D1 Zellen. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2.5 Infektion von BALB/c Mäusen mit den Gentransfer-Stämmen 

 

BALB/c Mäuse wurden sowohl mit den Gentransfer-Stämmen als auch mit wildtypischen Listerien 

infiziert, um zum einen das Replikationsverhalten von ∆trpS/ ptrpS im Vergleich zum Wildtyp in 

Milz bzw. Leber zu beurteilen, zum anderen sollte die Effektivität beider Phagenlysin-Kassetten in 

vivo getestet werden. ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV ,∆trpS/ pSP2-PCMV sowie der Wildtyp-

Stamm (L.m. EGD-e) wurden in MWB-Minimalmedium (siehe 5.2.2.2) bis zu einer OD600 ≈ 1 

kultiviert, 1 x mit MWB-Medium gewaschen und in 1/10 VT MWB-Medium resuspendiert. Je 5 

Tiere konnten anschließend mit ca. 109 Bakterien/ Stamm orogastrisch infiziert werden, und 4 Tage 

nach Infektion wurde die Lebendbakterienzahl in Milz und Leder durch Ausplattieren von 

Verdünnungsreihen der Organsuspensionen bestimmt (Abbildung 5.42). Organsuspensionen der 

Tiere, welche mit den Stämmen ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV infiziert worden waren, 

wurden dabei komplett auf mehreren Platten verteilt ausplattiert.  

Der Gentransfer-Stamm ohne Phagenlysin (∆trpS/ pSP0-PCMV) erreichte eine ähnlich hohe 

Bakterienzahl in Leber und Milz von ca. 105 Bakterien pro Organ wie der Wildtyp, was bedeutet, 

dass die Plasmidabhängigkeit dieses Stammes die in vivo Replikation und Virulenz nicht 

beeinträchtigt. In Gegensatz zu den Zellkulturversuchen (siehe 5.2.2.3) konnten insgesamt nur drei 

Bakterien des Stammes ∆trpS/ pSP1-PCMV aus allen fünf Mäusen isoliert werden, Bakterien des 

Stammes ∆trpS/ pSP2-PCMV dagegen konnten 4 Tage nach Infektion gar nicht mehr detektiert 

werden. 

Somit scheinen Phagenlysin-tragenden Gentransfer-Stämme ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-

PCMV sehr stark Virulenz-attenuiert zu sein. 
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5.2.3 Untersuchungen zum Gentransfer mit den L. monocytogenes Stämmen ∆trpS/ pSP0-

PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV  

 

5.2.3.1 In vitro Gentransfer-Effizienz der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ 

pSP2-PCMV nach Infektion verschiedener Zelllinien 

 

Die L. monocytogenes Gentransfer-Stämme besitzen auf dem stabilisierten Plasmid eine NotI-

Schnittstelle, in die ein beliebiges Gen für ein Antigen oder ein Reporterprotein unter der Kontrolle 

des CMV-Promotors inseriert werden kann. J. Stritzker klonierte 2001 das Gen für das „enhanced 

green fluorescent protein“ EGFP in die NotI-Schnittstelle der Plasmide pSP0-PCMV, pSP1-PCMV und 

pSP2-PCMV, die resultierenden Plasmide bzw. Stämme bekamen die Bezeichnung ∆trpS/ pSP0-

PCMVEGFP, ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP. 

Für eine Infektion von Zell-Linien wurden diese drei EGFP-kodierenden Stämme in BHI-Medium 

+ 50 mM Cellobiose bei 37°C bis 180 KE kultiviert, mit PBS + 50 mM Cellobiose gewaschen und 

in PBS/Glycerin + 50 mM Cellobiose bei -80°C bis zur Infektion gelagert. HeLa Zellen wurden in 

24-Napf-Platten mit diesen drei Stämmen und einer MOI von ca. 50 für eine Stunde infiziert, 

danach dreimal mit PBS(Ca2+/Mg2+) gewaschen und in Gentamycin-haltigem RPMI/FKS weiter 

kultiviert.  

24 Stunden nach Infektion wurde der Zellrasen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes und einer 

Kamera fotografiert (Abbildung 5.43). 

∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP, der Stamm ohne Phagenlysin 118, ist in der Lage, Plasmid-DNA in 

Wirtszellen freizusetzen, so dass ein Teil der infizierten HeLa Zellen mehr oder weniger stark grün 

fluoresziert. ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP scheint mit Hilfe der Phagenlysin-Kassette eine höhere 

Gentransfer-Effizienz zu besitzen, da man augenscheinlich eine erheblich größere Anzahl an 

leuchtenden Zellen beobachten kann. Besonders die Anzahl an besonders stark leuchtenden HeLa 
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Zellen war ca. um das 5-fache erhöht. Überaschenderweise scheint der Stamm ∆trpS/ pSP2-

PCMVEGFP, welcher das Phagenlysin 118 mit ActA-Signalpeptid kodiert, eine viel schlechtere 

Gentransfer-Effizienz als der Stamm ohne Phagenlysin zu besitzen. Anscheinend gelangen nicht 

genug Bakterien ins Zytosol der Zellen, um Plasmid-DNA zu transferieren; dies deckt sich mit den 

Ergebnissen in Kapitel 5.2.2.3, wo gezeigt werden konnte, dass dieser Stamm entweder vor Eintritt 

in die Zelle oder sehr rasch danach lysiert. Mit den Zell-Linien Caco-2 und P388.D1 konnten diese 

Ergebnisse ebenfalls bestätigt werden. 

 
∆trpS/ pSP0-P EGFPCMV ∆trpS/ pSP1-P EGFPCMV ∆trpS/ pSP2-P EGFPCMV
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Abbildung 5.43: Gentransfer-Effizienz von ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP, ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-
PCMVEGFP in HeLa Zellen. 
 

 

5.2.3.2 Intrazelluläres Verhalten der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ 

pSP2-PCMV nach Infektion verschiedener Zell-Linien 

 

Daten von J. Stritzker (Stritzker, 2001) sowie von Grillot-Courvalin et al., 2002, zeigten deutlich, 

dass sich nicht nur die einzelnen L. monocytogenes Stämme, sondern auch die Zell-Linien 

erheblich in ihrer Gentransfer-Effizienz unterscheiden. Diese scheint in epithelialen, nicht-

professionellen phagozytischen Zell-Linien wie Caco-2 und HeLa hoch zu sein, da ca. 10 % aller 

Zellen 24 Stunden (bei HeLa) bzw. 48 Stunden (bei Caco-2) nach Infektion durch EGFP-

Expression im Fluoreszenzmikroskop aufleuchten. Betrachtet man dagegen J774.A1- oder 

P388.D1-Makrophagen, so liegt der Anteil an grün-fluoreszierenden Zellen unter 1 % (Dietrich et 

al., 1998, Grillot-Courvalin et al., 2002). 

Um genauer zu untersuchen, warum erstens die neuen Gentransfer-Stämme so unterschiedlich viele 

Wirtszellen transfizieren und warum zweitens die Zelllinien so unterschiedlich reagieren, wurden 

Immunfluoreszenz-Versuche mit intrazellulär markierten Bakterien in Wirtszellen durchgeführt. 

∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP, ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP wurden zunächst 

mit Hilfe von Cellobiose für die Infektion von Zellen vorbereitet (siehe 5.2.3.1). HeLa, Caco-2 und 
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P388.D1 wurden mit einer niedrigen MOI dieser Stämme (HeLa und Caco-2 mit MOI=1, P388.D1 

mit MOI=0,1) infiziert. Nach Fixierung des Zellrasens 12 Stunden bzw. 24 Stunden nach Infektion 

wurden die Zellen mit einem anti-ActA-Antiserum (Pfeuffer et al., 2000) gefärbt, gefolgt von einer 

zweiten Inkubation mit einem Alexa Fluor-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen-IgG(H+L) 

Konjugat. 

Drei wichtige Beobachtungen konnten nach Mikroskopie dieser Präparate gemacht werden: 

Betrachtet man erstens die Anzahl an intrazellulären Bakterien pro einer Wirtszelle, so befinden 

sich schon 12 Stunden nach Infektion mehr als 100 einzelne Bakterien in einer HeLa Zelle, 50-100 

Bakterien in einer P388.D1 Zelle und nur wenige Bakterien (< 50) in einer Caco-2 Zelle, parallel 

dazu sieht man aber eine starke Verteilung („spreading“) der Bakterien im Caco-2 Zellrasen und 

nur kleine Bakterienfoci in HeLa und P388.D1. Diese Beobachtungen treffen auf alle drei 

Bakterienstämme, ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP, ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP (Abbildung 5.44 A) und 

∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP (nicht dokumentiert) gleichermaßen zu. 

Zweitens, 24 Stunden nach Infektion konnte man (im Vergleich zu 12 h p.i.) bei allen drei Zell-

Linien und bei allen drei Stämmen eine Vergrößerung der Infektionsherde beobachten, was 

bedeutet, dass auch die beiden Phagenlysin-tragenden Stämme zur intrazellulären Vermehrung und 

interzellulären Motilität in diesem Zeitfenster fähig sind. Auf Grund der hohen Bakteriendichte in 

HeLa und der dadurch deutlicheren Anfärbbarkeit durch anti-ActA-Antiserum wurde dieser Effekt 

hier nur anhand von HeLa Zellen dokumentiert (Abbildung 5.44 B). 

Drittens, der Stamm ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP zeigte nach ActA-Färbung nicht die erwartete polare 

Verteilung des Proteins an den Zellpolen der Bakterien, sondern ein eher unregelmäßigeres 

Verteilungsmuster. Insgesamt schienen diese Bakterien auch viel schwächer angefärbt worden zu 

sein im Vergleich zu den Stämmen ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP. 

Besonders deutlich war dieser Effekt wiederum in HeLa Zellen zu beobachten (Abbildung 5.44 C). 

 
Hela Caco-2 P388.D1
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HeLa,
12 h p.i.

∆trpS/ pSP0-P EGFPCMV ∆trpS/ pSP1-P EGFPCMV ∆trpS/ pSP2-P EGFPCMV

HeLa,
24 h p.i.

∆trpS/ pSP0-P EGFPCMV ∆trpS/ pSP1-P EGFPCMV ∆trpS/ pSP2-P EGFPCMV

B

C

 
 

 
Abbildung 5.44: ActA-Markierung intrazellulärer Gentransfer-Stämme. (A) Verteilung von ∆trpS/ pSP0-PCMV und 
∆trpS/ pSP1-PCMV im Zellrasen verschiedener Wirtszellen (40x Obj.). (B) Ausbreitung von ∆trpS/ pSP0-PCMV , ∆trpS/ 
pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV  in HeLa Zellen, 12 und 24 h p.i. (10x Obj.). (C) ActA-Verteilung auf der Oberfläche 
intrazellulärer Bakterien (100x Obj.) 
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5.2.3.3 Können die Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und ∆trpS/ pSP2-PCMV Aktin 

polymerisieren? 

 

Da die Gentransfer-Stämme besonders in HeLa Zellen eine stark eingeschränkte interzelluläre 

Motilität aufzuweisen scheinen und der Stamm ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP sich mit einem anti-ActA-

Antiserum nur sehr unregelmäßig anfärben lässt, hat sich die Frage gestellt, ob alle drei Stämme in 

jeder Zelllinie gleichermaßen zelluläres Aktin zur Fortbewegung in benachbarte Zellen rekrutieren 

können. 

HeLa, Caco-2 und P388.D1 Zellen wurden analog der in 5.2.3.2 beschriebenen Vorgehensweise 

mit den Stämmen ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP infiziert. 24 Stunden nach 

Infektion wurden die Zellen fixiert und mit anti-ActA-Antiserum und einem Alexa Fluor-Konjugat 

gefärbt, zusätzlich wurde noch eine Inkubation mit Phalloidin-TRITC zur Darstellung des 

zellulären Aktins durchgeführt.  

Anhand der Aktinfärbung kann man bei allen drei Zell-Linien deutlich erkennen, dass viele 

intrazelluläre Bakterien Aktinschweife ausgebildet hatten und somit zur intrazellulären Bewegung 

und Ausbildung von Einstülpungen in benachbarte Zellen fähig sein sollten (Abb.5.21). Dennoch 

scheinen die Bakterien zwar in Caco-2 und P388.D1, aber nicht in HeLa Zellen diese sekundäre 

Invasion von Nachbarzellen auszuführen. Dieses Phänomen lässt sich am deutlichsten an den 

klaren Zellgrenzen zwischen stark mit Bakterien angefüllten Zellen und direkt daneben liegenden, 

leeren Zellen erkennen. 

Bemerkenswert ist auch, dass Bakterien des Stammes ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP viel häufiger mit 

Aktinschweifen versehen zu sein scheinen als Bakterien des Stammes ohne Phagenlysin, eventuell 

kommt dieser Effekt durch eine noch unregelmäßigere bzw. polarere ActA-Verteilung unter 

Phagenlysin-Einwirkung zustande. 

Bei COS-1 Zellen (Nierenepithelzellen von grünen Meerkatzen), welche nach Infektion mit 

Gentransfer-Stämmen eine ähnlich hohe EGFP-Expressionsrate wie HeLa Zellen haben, konnte 

nach analog durchgeführten Immunfluoreszenzversuchen ein vergleichbares Verteilungsmuster an 

intrazellulären Bakterien wie bei Caco-2 Zellen beobachtet werden. Sowohl ∆trpS/ pSP0-

PCMVEGFP als auch ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP Bakterien bewegen sich schnell innerhalb eines COS-

1 Zellrasens und können Aktinschweife ausbilden. 
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Abbildung 5.45: Anti-ActA- /Phalloidin- Färbung von intrazellulären Bakterien der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV und 
∆trpS/ pSP1-PCMV. 
 

 

5.2.3.4 Kolokalisation von intrazellulären Bakterien der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV und ∆trpS/ 

pSP1-PCMV mit DsRed-exprimierenden Wirtszellen 

 

In den vorangehenden Immunfluoreszenz-Versuchen wurde festgestellt, dass die mit Phagenlysin 

ausgestatteten Gentransfer-Stämme ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP ähnlich 

schnell in Wirtszellen replizieren und in benachbarte Wirtszellen gelangen können wie der Stamm 

ohne Phagenlysin ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP. Nach Infektion mit diesen Listeria-Stämmen 

exprimieren ein Anteil der infizierten Zellen augenscheinlich EGFP. Daraus ergeben sich 

verschiedene Fragen: Warum erhöht sich die Gentransfer-Effizienz durch das Phagenlysin-

Konstrukt des Stammes ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP, obwohl dieser Stamm nicht sichtbar innerhalb 

der Wirtszellen lysiert? Warum exprimieren einige Wirtszellen EGFP, während eine viel größere 

Anzahl an Zellen im Zellrasen mit Listerien infiziert ist? Zur Wirkung des Phagenlysins kann man 

sich vorstellen, dass einige der intrazellulären Bakterien pro Zelle sterben und DNA freisetzen, 

während der Rest der Bakterien weiter wächst, oder dass in einigen Zellen die Bakterien verstärkt 

absterben und dort später der Gentransfer durch EGFP-Expression sichtbar wird. Diese Frage kann 

man nur durch Kolokalisation von intrazellulären, lebenden Bakterien und EGFP-Expression als 

Marker für erfolgreichen Gentransfer beantworten.  

Listerien können im Zytosol von Wirtszellen ohne weitere Färbetechniken in Echtzeit lokalisiert 

werden, wenn sie mit einem Plasmid ausgestattet sind, welches ein Bakterien-adaptiertes GFP 

(GFPmut2, Cormack et al., 1995) unter der Kontrolle eines listeriellen, zytosolischen Promotors 

wie PactA oder Phpt exprimiert (Dietrich et al., 1998, Beck, 2002). Diese Bakterien beginnen ca. 2-4 
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Stunden nach Infektion, im Zytosol der Wirtszellen grün zu fluoreszieren. Um einen Marker zu 

erhalten, der sich von der Grünfluoreszenz der Bakterien deutlich unterscheidet, wurde das Gen rfp 

für das rot-fluoreszierende Protein DsRed in die Plasmide pSP0-PCMV und pSP1-PCMV kloniert. 

Dazu wurde rfp inklusive einer Translations-Initiationsregion vom Plasmid pDsRed-N1 (Fa. BD 

Biosciences Clontech) mit Hilfe der Oligonukleotide DsRed-NotI-for und DsRed-NotI-rev 

amplifiziert, mit NotI gespalten und in die NotI-Schnittstellen der Plasmide inseriert, resultierend in 

pSP0-PCMVDsRed und pSP1-PCMVDsRed.  

Die Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMVDsRed und ∆trpS/ pSP1-PCMVDsRed wurden zusätzlich mit dem 

Plasmiden Phpt-gfp oder PactA-gfp transformiert, anschließend wurden HeLa Zellen mit einer MOI 

von 5 dieser Bakterien infiziert. 36 Stunden (Phpt-gfp) bzw. 48 Stunden (PactA-gfp) nach Infektion 

konnten sowohl grün leuchtende, intrazelluläre Bakterienherde als auch gleichzeitig rot-

fluoreszierende, DsRed-exprimierende HeLa Zellen dokumentiert werden (Abbildung 5.46). Dabei 

wurden mehr rot leuchtende Zellen nach Infektion mit ∆trpS/ pSP1-PCMVDsRed, dem Stamm mit 

PactA-ply118, beobachtet als nach Infektion mit dem Stamm ohne Phagenlysin 118. Einige DsRed-

exprimierende Zellen waren dabei nicht kolokalisiert mit Phpt-gfp-exprimierenden, grün 

leuchtenden Bakterienherden, was auf einen Verlust des Plasmides Phpt-gfp vor Infektion hinweist. 

Andere DsRed-exprimierende Zellen lagen an oder in grünen fluoreszierenden Infektionsherden, 

waren aber selbst nie mit einer hohen Zahl an intrazellulären, grün leuchtenden Bakterien 

ausgefüllt. Selten konnten einzelne Bakterien mit diesen Zellen kolokalisiert werden. Da diese 

Beobachtungen für beide Stämme gemacht werden konnten, scheint diese Art von Gentransfer eine 

Folge sowohl einer Phagenlysin-unabhängigen als auch einer durch Phagenlysin verstärkten 

Bakterienlysis zu sein. 

 
Abbildung 5.46: DsRed-Expression von 

A B

HeLa-Zellen, welche mit GFP-markierten 

Bakterien der Stämme (A) ∆trpS/ pSP0-

PCMV / PactA-gfp und (B) ∆trpS/ pSP1-PCMV 

/ Phpt-gfp infiziert worden sind. 

 
 

 

 

 

5.2.3.5 Abhängigkeit der in vitro Gentransfer-Effizienz von der Gentamycin-Konzentration 

 

Schwankende Ergebnisse in verschiedenen, hier nicht weiter beschriebenen Gentransfer-Versuchen 

gaben den Anlass, die Gentransfer-Effizienz der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP und ∆trpS/ 

pSP1-PCMVEGFP in Abhängigkeit von der verwendeten Gentamycin-Konzentration zu 

untersuchen. Zellmembranen von Säugetierzellen sind relativ undurchlässig für Gentamycin 



154 Ergebnisse

(Vandaux und Waldvogel, 1979), daher überleben nach Zugabe von Gentamycin im Zellkultur-

Medium normalerweise nur intrazellulär lokalisierte Bakterien. Die optimale Gentamycin-

Konzentration für eine hohe Gentransfer-Effizienz war bislang noch nicht bestimmt worden, in 

vorangegangenen Versuchen ist aber oftmals eine Konzentration von 100 µg/ml Gentamycin für 

eine Kulturzeit von 24-48 Stunden verwendet worden. 

Caco-2 Zellen wurden mit einer MOI von 5 der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP1-

PCMVEGFP für eine Stunde infiziert. Nach einigen Wasch-Schritten wurden die infizierten Zellen 

für 48 Stunden in RPMI/FKS mit verschiedenen Gentamycin-Konzentrationen (5-100 µg/ml) 

kultiviert. Anschließend wurden die Zellen trypsiniert, in PBS aufgenommen und nach einer 7-

Actinomycin D-Färbung (7-AAD), sofort mit dem Durchfluss-Zytometer gemessen.  

Wie aus Abbildung 5.47 A zu entnehmen ist, nimmt die Gentransfer-Effizienz des Stammes ∆trpS/ 

pSP1-PCMVEGFP mit zunehmender Gentamycin-Konzentration ab, während der Stamm ∆trpS/ 

pSP0-PCMVEGFP sein Optimum bei 40 µg/ml Gentamycin hat. Dies scheint mit der hohen Anzahl 

an toten Zellen bei niedrigeren Gentamycin-Konzentrationen zusammenzuhängen (Abb. 5.47 B). 

Eine Gentamycin-Konzentration von 5 µg/ml dagegen scheint extrazelluläre Bakterien nicht 

ausreichend abzutöten, da bei dieser Konzentration der Anteil an toten Caco-2 Zellen (besonders 

nach Infektion mit ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP) besonders hoch ist (Abb. 5.47 B). Dieses Phänomen 

weist auf eine hohe Rate an Re-Infektionen hin. Ab einer Konzentration von 40 µg/ml scheint 

Gentamycin auch einige intrazelluläre Bakterien zu töten, was man aus Abb. 5.47 B entnehmen 

kann, da ab dieser Konzentration der Anteil an toten Caco-2 Zellen stark absinkt. Da die optimale 

Gentamycin-Konzentration für Langzeit-Infektionen zwischen 5 µg/ml und 40 µg/ml zu liegen 

scheint, wurde in nachfolgenden Gentransfer-Versuchen die Infektion zunächst für eine Stunde mit 

100 µg/ml gestoppt und die Zellen für die restliche Kulturdauer mit 15 µg/ml Gentamycin 

behandelt.  
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Abbildung 5.47: Abhängigkeit des in vitro Gentransfers von der Gentamycin-Konzentration. (A) Anzahl der totalen 
EGFP-exprimierenden Caco-2 Zellen bei verschiedenen Gentamycin-Konzentrationen nach Infektion mit ∆trpS/ pSP0-
PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP. (B) Anzahl der toten Caco-2 Zellen.  
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5.2.4 Gentransfer mit attenuierten Listeria monocytogenes Stämmen 

 

5.2.4.1 Virulenz-Attenuation durch Deletion von actA oder iap  

 

Für den Einsatz als Vektor von DNA-Vakzinen muss L. monocytogenes ∆trpS bezüglich seiner 

Virulenz attenuiert sein, sollte aber trotzdem noch professionelle Antigen-präsentierende Zellen 

wie Dendritische Zellen infizieren können. Am Modell der experimentellen murinen Listeriose  

konnte bereits gezeigt werden, dass die Deletionsmutante ∆trpS, welche auf Grund der trpS-Trans-

Komplementierung einem L. monocytogenes Wildtyp entspricht, nicht Virulenz-attenuiert ist (siehe 

5.2.2.5). Dagegen wird dieser Stamm durch beide getesteten Phagenlysin-Kassetten PactA-ply118 

und PactA-SPactA-ply118 hochgradig attenuiert. 

Bei einem anderen Wirt, wie z.B. dem Menschen, folgt L. monocytogenes als humanpathogener 

Erreger aber anderen Infektionsrouten durch den Wirtsorganismus und kann den menschlichen 

Wirt wahrscheinlich mit einer niedrigeren Infektionsdosis stärker infizieren, so dass eine weitere 

Virulenz-Attenuation sinnvoll sein könnte. 

Eine einfach zu erreichende Virulenz-Attenuation des Stammes ∆trpS wäre die zusätzliche 

Deletion von ∆actA oder ∆iap. ∆iap konnte in dieser Arbeit als eine in der Maus um 2-3 log Stufen 

attenuierte Mutante charakterisiert werden, welche durch ihre eingeschränkte interzelluläre 

Motilität in ihrer Virulenz in einem ähnlichen Ausmaß wie ∆actA beeinträchtigt ist (siehe Kapitel 

5.1.1). 

Die Inaktivierung von ActA und die damit zusammenhängende Virulenz-Attenuation in der Maus 

wurden sowohl von Brundage et al., 1992 und Goossens und Milon, 1993, beschrieben, wobei eine 

ActA-defizienter Stamm um ca. 3 log Stufen in der Maus attenuiert ist. 

 

Daher wurden zur Einführung von zusätzlichen Virulenz-Attenuationen in diesen Stamm die L. 

monocytogenes Deletionsmutanten ∆iap und ∆actA nochmals in einem Vorversuch getestet, ob 

man sie – trotz niedriger Bakterienzahlen in Milz und Leber – in ausreichender Zahl in den 

Peyer´schen Platten wiederfinden kann. Die Vorstellung war, dass DNA-Vakzine tragende 

Listerien in diesem, dem MALT zugehörigen lymphatischen Gewebe den ersten Kontakt mit 

professionellen Antigen-präsentierenden Zellen herstellen, indem sie dort von Makrophagen und 

Dendritischen Zellen phagozytiert werden, sich aus dem Phagosomen befreien und somit Vakzine-

DNA im Zytosol dieser Zellen freisetzen können. 

BALB/c Mäuse wurden in Gruppen von fünf Tieren mit jeweils 1x 109 Bakterien aus 36 h-

Kulturen der L. monocytogenes Stämme EGD Sv1/2a (Wt), ∆iap (ohne Plasmid) und ∆actA 

orogastrisch infiziert (Abbildung 5.48). Nach 1, 3, 5 und 7 Tagen p.i. wurden den Tieren Leber, 

Milz und 6 Peyer´sche Platten entnommen, um anhand der Bakterienzahlen in Leber und Milz zu 
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beurteilen, wie stark die Virulenz der einzelnen Stämme ist. Die Bakterienzahlen in den 

Peyer´schen Platten wurden bestimmt, um zu sehen, ob die einzelnen Stämme die Darmbarriere 

überwinden können, um zu ihren Zielzellen zu gelangen. 

Im Vergleich zu den wildtypischen Bakterien lag die Anzahl der ∆iap- und ∆actA-Bakterien in 

Leber und Milz durchschnittlich um 2 Log-Stufen niedriger. Besonders stark schien die 

Attenuation in der Leber ausgeprägt zu sein, hier konnten am Tag 7 nach Infektion sowohl ∆iap als 

auch ∆actA nicht mehr nachgewiesen werden. In den Peyer´schen Platten ließen sich dagegen zu 

allen Zeitpunkten und nach Infektion mit allen drei Stämmen ähnlich viele Bakterien nachweisen. 

Alle Beobachtungen deuteten darauf hin, dass beide Deletionsmutanten nur bezüglich ihrer 

interzellulären Verbreitung (besonders in der Leber) und nicht in ihrer in vivo Invasivität stark 

eingeschränkt sind. Sowohl ∆iap als auch ∆actA schienen damit als Vektoren von Antigen-

exprimierenden Plasmiden für eine Infektion von Mäusen in Frage zu kommen. 
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Abbildung 48: Infektion von BALB/c mit L. monocytogenes Wt, ∆iap und ∆actA. Bestimmung der Bakterienzahlen in 
Leber, Milz und Peyer´schen Platten, 1-7 Tage p.i. 
 

 

5.2.4.2 Konstruktion der L. monocytogenes Deletionsmutanten ∆actA ∆trpS/ pFLO-trpS und ∆iap 

∆trpS/ pFLO-trpS 

 

Bei der im vorangegangenen Versuch verwendeten actA-Deletionsmutante (Hauf et al., 1997) 

umfasste die Deletion nur einen Teil des Leserahmens von actA. In der neuen ∆actA ∆trpS/ pFLO-

trpS Deletionsmutante sollte dagegen die komplette kodierende Sequenz von ActA deletiert 

werden. Die Konstruktion des Mutagenese-Plasmides pLSVactAdelAB erfolgte analog der 
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Konstruktion der Mutageneseplasmide für ∆iap (siehe 5.1.1.1) und ∆trpS (siehe 5.2.1.4). Das 

stromaufwärts vom Deletions-Locus gelegene Fragment actAdelA (467 bp) wurde mit den 

Oligonukleotiden actA-delAfor und actA-delArev amplifiziert und das stromabwärts liegende 

Fragment actAdelB (346 bp) mit den Oligonukleotiden actA-delBfor und actA-delBrev. Beide 

Fragmente konnten mit PspAI geschnitten, miteinander ligiert, und nochmals mit den 

randständigen Oligonukleotiden (actA-delAfor, actA-delBrev) des ligierten Fragmentes actAdelAB 

neu amplifiziert werden. Nach Spaltung von actAdelAB und pLSV1 mit EcoRI und BamHI konnte 

das Fragment diesmal direkt in das Mutagenese-Basisplasmid pLSV-1 inseriert werden.  

pLSVactAdelAB und pLSV-C2+D (∆iap-Mutagenese-Plasmid, siehe 5.1.1.1) wurden jeweils in 

den Stamm ∆trpS/ pFLO-trpS transformiert. Mit der Technik der doppelten homologen 

Rekombination konnten die neuen L. monocytogenes Zweifach-Deletionsmutanten ∆actA ∆trpS/ 

pFLO-trpS und ∆iap ∆trpS/ pFLO-trpS hergestellt werden. 

 

 

5.2.4.3 Immunfluoreszenz-Analysen von ∆actA ∆trpS und ∆iap ∆trpS  

 

Zur Beurteilung der interzellulären Motilität („spreading“) wurden die neuen Stämme ∆trpS, 

∆actA ∆trpS und ∆iap ∆trpS mit den Plasmiden pSP0-PCMV und pSP1-PCMV ausgestattet (durch 

Austausch von pFLO-trpS gegen die pSP-Plasmide). Caco-2 Zellen wurden für 48 Stunden mit den 

resultierenden sechs Stämmen (MOI=10) infiziert, anschließend fixiert und mit einem Maus-

Antiserum gerichtet gegen komplettes L. monocytogenes-Lysat gefärbt (Abbildung 5.49). 

In Abbildung 5.49 A ist zu erkennen, dass die Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV und ∆trpS/ pSP1-PCMV 

nach 48 h den Caco-2-Zellrasen vollständig und gleichmäßig infiziert hatten, ein Phänomen, 

welches auf die Fähigkeit der interzellulären Motilität von wildtypischen Listerien zurückzuführen 

ist.  

∆actA ∆trpS und ∆iap ∆trpS waren jedoch nicht in der Lage, diese Art der Ausbreitung 

auszuführen. ∆actA ∆trpS war nach 48 Stunden immer noch in den primär infizierten Zellen 

lokalisiert, währen man bei dem Stamm ∆iap ∆trpS/ pSP0-PCMV eine zwar stark eingeschränkte, 

aber dennoch leicht vorhandene interzelluläre Motilität beobachten konnte. 

Einen besonders interessanten Effekt konnte man bei der Infektion mit dem Stamm ∆iap ∆trpS/ 

pSP1-PCMV beobachten: Dort war das so genannte „spreading“ viel ausgeprägter als bei ∆iap 

∆trpS/ pSP0-PCMV (Abb. 5.49 B). Die auf Grund der ∆iap-Deletion eingeschränkte Fähigkeit zur 

interzellulären Motilität, welche auf eine nicht-polare Verteilung des ActA-Proteins bei 

intrazellulären Bakterien zurückzuführen ist (siehe 5.1.1.10), schien hier zumindest teilweise durch 

die Beteiligung von Phagenlysin 118 (PactA-ply118) aufgehoben zu sein. 
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Abbildung 5.49: FITC-Markierung intrazellulärer Bakterien der attenuierten Gentransfer-Stämme ∆iap ∆trpS und ∆actA 
∆trpS. (A) Verteilung von ∆actA ∆trpS und ∆iap ∆trpS mit oder ohne PactA-ply118 im Zellrasen von Caco-2 (40x Obj.). 
(B) Interzelluläre Motilität von ∆iap ∆trpS in Abhängigkeit von PactA-ply118 (10x Obj.). 
 

 

5.2.4.4 Untersuchungen zum Gentransfer mit ∆actA ∆trpS und ∆iap ∆trpS 

 

Mit den Stämmen ∆trpS, ∆actA ∆trpS und ∆iap ∆trpS, welche jeweils die Plasmide pSP0-

PCMVEGFP und pSP1-PCMVEGFP trugen, wurden HeLa-Zellen (MOI=5), Caco-2 (MOI=10) und 

P388.D1 Makrophagen (MOI=5) in Doppelansätzen infiziert. 48 Stunden nach Infektion konnten 

die EGFP-exprimierenden Zellen mit dem Durchflusszytometer gemessen werden. Bei dieser 

Messung wurden die toten Zellen nicht gegengefärbt, sondern mit Hilfe von „forward-scatter“ (FS) 

und „side-scatter“ (SS) von den lebenden Zellen aufgrund ihrer Morphologie aus der Messung 

ausgeschlossen. Außerdem fand die Infektion für 48 Stunden in Anwesenheit von 100 µg/ml  
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Gentamycin statt, so dass der Gentransfer im Allgemeinen sehr niedrig ausgefallen ist (siehe 

5.2.3.5). 

In Abbildung 5.50 ist zu sehen, dass die höchste Gentransferrate bei allen Zell-Linien mit den zum 

„spreading“ fähigen Stämmen ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP erreicht 

worden ist. In HeLa und P388.D1 Zellen fiel unter Verwendung von ∆iap ∆trpS die Anzahl an 

EGFP-exprimierenden Zellen auf 1/10 ab, während nach Infektionen mit ∆actA ∆trpS der 

Gentransfer unterhalb der Nachweisgrenze lag. ∆iap ∆trpS und ∆actA ∆trpS eignen sich daher 

wahrscheinlich nicht als attenuierte Gentransfer-Stämme. 
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Abbildung 5.50: Gentransfer-Effizienz der 
attenuierten Stämme ∆iap ∆trpS und ∆actA 
∆trpS in verschiedenen Wirtszell-Linien. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.4.5 Bedeutung der interzellulären Motilität beim Gentransfer 

 

Im vorangegangenen Experiment ist beschrieben worden, dass ∆actA ∆trpS und ∆iap ∆trpS beide 

im Vergleich zum Wildtyp (∆trpS) eine verminderte Gentransfer-Effizienz besitzen. Dieser 

Nachteil könnte bei der ∆actA ∆trpS-Deletionsmutante durch die nicht vorhandene interzelluläre 

Motilität entstanden sein, da nur die primär infizierten Zellen eine Möglichkeit hatten, EGFP zu 

exprimieren, während beim wildtypischen Stamm im Verlauf der Infektion fast alle Zellen im 

Zellrasen Kontakt mit den Bakterien bekamen. Um diesen „Nachteil“ auszugleichen, wurden im 

nächsten Experiment Caco-2 Zellen sowohl mit einer MOI von 5 als auch mit einer MOI von 100 

mit Bakterien des Stammes ∆actA ∆trpS infiziert (und als Kontrolle mit ∆trpS, MOI=5). Beide 

Stämme waren mit den Plasmiden pSP0-PCMVEGFP2 und pSP1-PCMVEGFP transformiert. Zwei 

Stunden nach Infektion wurde die Anzahl der intrazellulären Bakterien durch Ausplattieren 

bestimmt, während 48 Stunden nach Infektion die EGFP-exprimierenden Zellen mit dem 

Durchflusszytometer gemessen wurden (ca. 100.000 Zellen pro Messung). Vor der Messung wurde 
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zusätzlich eine 7-AAD-Färbung durchgeführt, um die für diesen DNA-Farbstoff permeablen und 

damit toten Zellen zu erfassen (Abbildung 5.51). 

Zwei Stunden nach Infektion wurden bei allen Infektionsansätzen, welche mit einer MOI von 5 

durchgeführt worden sind, in ca. 500.000 Caco-2 Zellen zwischen 130.000 und 300.000 Bakterien 

gefunden. Die Auswertung der Infektionen, welche mit einer MOI von 100 entstanden sind, 

ergaben beim Stamm ∆actA ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP2 3,7 x 106 und beim Stamm ∆actA ∆trpS/ 

pSP1-PCMVEGFP 1,7 x 106 intrazelluläre Bakterien (Abb. 5.51 A), also ca. 10x so viele Bakterien. 

Bei diesen beiden Infektionsansätzen schienen damit sehr viel mehr Caco-2 Zellen primär infiziert 

worden zu sein, als bei den Infektionsansätzen mit der niedrigeren MOI, was auch durch den stark 

erhöhten Anteil an toten Caco-2 Zellen im Infektionsansatz deutlich wird (Abb. 5.51 C). 

Diese hohe Anzahl an infizierten Zellen, welche sich auf Grund der fehlenden interzellulären 

Motilität der ∆actA -Deletionsmutanten im Verlauf der Infektion auch nicht mehr erhöhen kann, 

lag vermutlicherweise annähernd in der gleichen Größenordnung wie die Anzahl der vom Wildtyp 

(∆trpS) nach ca. 24 Stunden durch „spreading“ infizierten Zellen. Somit konnten annähernd 

gleiche Voraussetzungen – zumindest die Anzahl an infizierten Zellen betreffend – bei 

wildtypischen und ∆actA-Bakterien für den Gentransfer geschaffen werden. Trotzdem lag die 

Gentransfer-Effizienz der ∆actA-Mutanten bei beiden MOIs sehr viel niedriger als beim Wildtyp 

bei niedriger MOI (Abb. 5.51 B). D.h., auch eine höhere Anzahl an infizierten Zellen kann die 

Effizienz der ∆actA-Mutante nicht deutlich erhöhen. 
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Abbildung 5.51: Gentransfer-Effizienz in Abhängigkeit von intrazellulärer Motilität. Caco-2 Zellen wurden für 48 h mit 
∆trpS sowie ∆actA ∆trpS infiziert (+/- PactA-ply118). (A) Bestimmung der intrazellulären Bakterien 2 h p.i. (B) 
Durchfluss-Zytometrische Bestimmung totaler EGFP-exprimierender Zellen, 48 h p.i. (C) Messung von toten (7-AAD-
positiven) Zellen, 48 h p.i. 
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Wie in vorangegangenen Versuchen (siehe Abb. 5.49 A) schon festgestellt wurde, befinden sich 

normalerweise nur wenige wildtypische Bakterien in einer einzelnen Caco-2 Zelle, Bakterien mit 

actA- Deletion hingegen werden stark in den primär infizierten Zellen angereichert. Dies lässt 

zusätzlich den Schluss zu, dass bei annähernd gleicher Anzahl an infizierten Zellen (wie bei den 

Infektionen mit niedriger MOI des Wildtyps und hoher MOI der ∆actA-Mutante erreicht) es 

trotzdem keinen Vorteil bezüglich des Gentransfers bringt, ob sich sehr viele Bakterien (und somit 

auch viel Plasmid-DNA) in einer einzelnen Zelle befindet.  

Letztendlich kann anhand dieses Experimentes die Hypothese aufgestellt werden, dass der Vorgang 

des so genannten „spreadings“ wichtig oder notwendig für den Gentransfer von Plasmid-DNA von 

Listerien in Caco-2 Zellen zu sein scheint. 

 

 

5.2.5 Gentransfer mit alternativen Phagenlysin-Konstrukten 

 

Die in den vorangegangenen Kapiteln näher beschriebenen Phagenlysin-Konstrukte schienen beide 

noch nicht optimal in den Gentransfer-Experimenten zu funktionieren. Die Kassette PactA-ply118, 

bei der das Gen für das Phagenlysin 118 unter der Kontrolle des ActA-Promotors von L. 

monocytogenes steht, zeigt zwar eine hohe Gentransfer-Effizienz (siehe 5.2.3.1) und in vivo 

Virulenz-Attenuation (siehe 5.2.2.5), jedoch in vitro konnte beobachtet werden, dass intrazelluläre 

Bakterien scheinbar erst sehr spät in Verlauf einer Infektion und dann auch nur teilweise lysiert 

wurden (siehe 5.2.2.3 und 5.2.3.2). 

Die zweite Lysis-Kasette PactA-SPactA-ply118, bei der nicht nur der ActA-Promotor sondern auch 

das ActA-Sipnalpeptid mit dem Phagenlysin-Gen fusioniert worden ist, bewirkte eine deutlich zum 

Vergleichsstamm ohne Phagenlysingen reduzierte intrazelluläre Bakterienzahl (siehe 5.2.2.3) und 

Gentransfer-Effizienz (siehe 5.2.3.1). Diese Effekte wurden wahrscheinlich durch eine 

unerwünschte, extrazelluläre Aktivität des actA-Promotors ausgelöst, was zur Folge hat, dass die 

Bakterien schon vor Eintritt ins Zytosol lysiert werden.  

Zur Optimierung der durch Phagenlysin ausgelösten Lysis der Listerien wurden zum einen bei der 

Kassette PactA-SPactA-ply118 der actA-Promotor durch den Promotor des Genes hpt ausgetauscht. 

Hpt codiert für einen Transporter für phosphorelierte Hexosen und Ribosen, dessen Promotor PrfA-

abhängig aktiviert wird und im Zytosol von eukaryotischen Zellen aktiv ist. M. Beck konnte im 

Rahmen seiner Doktorarbeit nachweisen, dass dieser Promotor im Vergleich zum actA-Promotor 

extrazellulär kaum aktiviert wird. 

Im Rahmen einer Kooperationsarbeit mit Herrn Dr. Loessner, TU München, wurde zum anderen 

auch ein alternatives Phagenlysin des Phagen 511 getestet. Dieses Phagenlysin 511 besitzt als N-

Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase eine andere Substratspezifität als das Phagenlysin 118, 

zusätzlich konnte ebenfalls eine verkürzte Form dieses Lysins (ply511∆C) getestet werden, welche 
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eine stark erhöhte lytische Aktivität aufweist (Gaenge et al., 2000). Diese beiden Phagenlysine 

wurden jeweils ohne actA-Signalpeptid kloniert. 

 

 

5.2.5.1. Klonierung von Phpt-SPactA-ply118, PactA-ply511 und PactA-ply511∆C  

 

Der Fusion der Promotorsequenzen mit den verschiedenen Phagenlysin-Genen erfolgte mit Hilfe 

der Technik der rekombinanten PCR. 

Da im Plasmid pSP0-PCMVEGFP keine Schnittstellen für eine Insertion neuer Phagenlysin-

Kassetten existierten, musste anfangs noch ein zweites EGFP-kodierendes Plasmid konstruiert 

werden. Dazu wurde das EGFP-Fragment, welches von J. Stritzker kloniert worden ist, um einige 

Basen (incl. einer SmaI/PspAI-Schnittstelle) am 5´-Ende verkürzt, als Folge davon wurde auf dem 

Plasmid eine SmaI/PspAI-Schnittstelle zur Insertion neuer Kassetten frei. EGFP2 wurde mit den 

Oligonukleotiden EGFP2-NotI-for und EGFP1-NotI-rev und dem Plasmid pEGFP-1 als Matrize 

amplifiziert und über NotI-Restriktion in pSP0-PCMV kloniert, resultierend in pSP0-PCMV-EGFP2. 

Die Konstruktion von Phpt-SPactA-ply118 erfolgte durch Amplifikation des Fragmentes Phpt mit den 

Oligonukleotiden P4-for und P4-rev und genomischer DNA von L.m. EGD-e als Matrize. Das 

zweite Fragment SPactA-ply118 entstand durch Amplifikation mit den Oligonukleotiden L4-for und 

L1-rev und dem Plasmid pSP2-PCMV als Matrize, wobei P4-rev und L4-for keine Schnittstellen 

einführten, sondern komplementär in ihrer Sequenz sind. Beide Fragmente wurden ohne 

Oligonukleotide in einer zweiten PCR eingesetzt, bei der die Polymerase nach Aneinanderlagerung 

der Fragmente über die homologe Sequenz die restlichen DNA-Stränge synthetisiert. Das dadurch 

entstandene, kombinierte Fragment Phpt-SPactA-ply118 wurde anschließend durch Zugabe von P4-

for und L1-rev nochmals amplifiziert, danach mit SmaI geschnitten und in den ebenfalls mit SmaI 

linearisierten Vektor pUC18 kloniert. Aus diesem Vektor wurde Phpt-SPactA-ply118 nach 

Vermehrung in E. coli wieder mit PspAI herausgeschnitten und in das Plasmid pSP0-PCMVEGFP2 

inseriert, resultierend in pSP4-PCMVEGFP2 (Abbildung 5.52) 

Zur Herstellung der Lysis-Kassetten PactA-ply511 und PactA-ply511∆C wurde der actA-Promotor 

mit Hilfe der Oligonukleotide PactA-SmaI und 511B und genomischer DNA von EGD-e als 

Vorlage in einer PCR-Reaktion hergestellt. Das Fragment ply511 entstand mit den 

Oligonukleotiden 511A und ply511-SmaI vom Plasmid pHPL511 als Matrize sowie auch das 

Fragment ply511∆C mit Hilfe der Oligos 511A und ply511∆C-SmaI. Beide Fragmente wurden 

mittels rekombinanter PCR-Technik ohne Schnittstelle mit PactA kombiniert und durch SmaI-

Restriktion in pUC18 inseriert. Sowohl PactA-ply511 als auch PactA-ply511∆C konnten anschließend 

in das Plasmid pSP0-PCMVEGFP2 subkloniert werden. 

Das Plasmid mit PactA-ply511 wurde pSP5-PCMVEGFP2 bezeichnet und das Plasmid mit PactA-

ply511∆C als pSP6-PCMVEGFP2 (Abb. 5.52). 
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5.2.5.2. Gentranfer-Effizienz von Phpt-SPactA-ply118, PactA-ply511 und PactA-ply511∆C 

 

Die in Abschnitt 5.2.5.1 beschriebenen Plasmide, welche die drei neuen, alternativen Phagenlysin-

Kassetten kodieren, wurden in L.m. ∆trpS/ pFLO-trpS transformiert, und nach Plasmid-Austausch 

wurden die Stämme ∆trpS/ pSP4-PCMVEGFP2, ∆trpS/ pSP5-PCMVEGFP2 und ∆trpS/ pSP6-

PCMVEGFP2 isoliert. Diese neuen Stämme wurden neben den drei schon näher charakterisierten 

Stämmen ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP in 

verschiedenen Infektionsansätzen zur Ermittlung der jeweiligen Gentransfer-Effizienz eingesetzt. 

HeLa Zellen und P388.D1 Makrophagen wurden parallel mit diesen sechs Stämmen infiziert. 

Dabei wurde für die Infektion der HeLa eine MOI von 5 und für P388.D1 eine MOI von 10 

gewählt. 24 Stunden nach Infektion wurden EGFP-exprimierende HeLa Zellen zuerst mit dem 

Fluoreszenzmikroskop und anschließend mit dem Durchflusszytometer ausgewertet, während die 

Makrophagen erst 48 Stunden nach Infektion gemessen worden sind. Parallel dazu wurden die 

Infektionsmedien dieser Stämme (in RPMI verdünnte Bakterien) zum einen direkt nach der 

Infektion und zum anderen 4 Stunden nach Infektion in geeigneten Verdünnungen ausplattiert, um 

die durch die Phagenlysin-Kassetten ausgelöste extrazelluläre Lysis der Bakterien in RPMI-

Medium zu erfassen. 

In Abbildung 5.53 A sind EGFP-exprimierende HeLa Zellen zu sehen, wobei die korrespon-

dierenden, mit dem Durchflusszytometer gemessenen Werte der Abbildung 5.53 C zu entnehmen 

sind. Wie in allen vorangegangenen Versuchen ergab die Expression des Phagenlysins 118 im 

Stamm ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP die höchste Gentransfer-Effizienz, der Stamm ohne Phagenlysin 

erzeugt im Vergleich dazu viel weniger leuchtende Zellen und der Stamm ∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP 
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(mit der exportierten Variante des Phagenlysins 118) liegt in der Effizienz – bedingt durch 

extrazelluläre Lysis - noch sehr viel niedriger als der Referenzstamm (∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP). 

Der Listeria-Stamm ∆trpS/ pSP4-PCMVEGFP2 dagegen, welcher ebenfalls die exportierte Version 

von Phagenlysin 118 aber unter Phpt-Kontrolle trägt, schienen dagegen entweder kaum extrazellulär 

zu lysieren oder aber intrazellulär zu schnell, da dessen Effizienz nur leicht höher war als die des 

Referenzstammes ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP. Mit diesem Experiment konnte somit die niedrigere 

extrazelluläre Aktivität des hpt-Promotors im Vergleich zum actA-Promotor bestätigt werden. 
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Abbildung 5.53: Gentransfer mit alternativen Phagenlysin-Kassetten. (A) Gentransfer-Effizienz in HeLa Zellen, 48 h p.i. 
(B) Durch verschiedene Phagenlysin-Kassetten bedingte Lysis der Bakterien in RPMI-Medium. (C) Vergleichende 
Durchfluss-zytometrische Analyse der Gentransfer-Effizienz mit verschiedenen Konstrukten in HeLa und P388.D1 
Zellen. 
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Die unter actA-Promotorkontrolle stehenden Konstrukte des Phagenlysins 511 schienen beide 

ebenfalls entweder eine zu hohe extrazelluläre Aktivität zu besitzen, was bedeuten würde, dass das 

Phagenlysin 511 viel aktiver als Ply118 ist. Zum anderen kann man auch spekulieren, dass die 

intrazelluläre Lysis durch Ply511 zu schnell abläuft. In den vorangegangenen Versuchen konnte 

zumindest für den Stamm ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP eine Zusammenhang zwischen lang 

anhaltenden, intrazellulären Lebendbakterienzahlen und hoher Gentransfer-Effizienz gezeigt 

werden (siehe 5.2.2.3). 

Bei der extrazellulären Lysis muss man zwischen Zellkontakt-induzierter und Zellkontakt-

unabhängiger Lysis unterschieden. Für ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-PCMVEGFP 

konnte bereits demonstriert (siehe 5.2.2.3) und auch in diesem Experiment bestätigt werden, dass 

beide Stämme nicht alleine durch den Kontakt mit Zellkultur-Medium (RPMI) lysieren. Wie man 

aber aus Abbildung 5.53 B entnehmen kann, scheint das für den Stamm ∆trpS/ pSP5-PCMVEGFP2 

nicht gültig zu sein, denn dieser lysiert ohne Zellkontakt bereits im Zellkultur-Medium. Insgesamt 

wurde bei allen Stämmen eine vergleichsweise sehr niedrige Gentransfer-Effizienz gemessen, weil 

bei diesem Experiment eine zu hohe Gentamycin-Konzentration gewählt worden war (100 µg/ml 

für die gesamt Inkubationszeit). 

Zusammenfassend induzierte keine der neu konstruierten Lysis-Kassetten mehr EGFP-

exprimierende Zellen und somit einen effizienteren Gentransfer als PactA-ply118. 

 

 

5.2.6 Untersuchungen zum in vivo Gentransfer 

 

In den vorangegangenen Kapiteln wurde die erfolgreiche Verwendung der L. monocytogenes 

Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMV, ∆trpS/ pSP1-PCMV und bedingt auch ∆trpS/ pSP2-PCMV als Träger von 

Plasmid-DNA beim Gentransfer in eukaryotische Zellen beschrieben. 

Um dieses System in vivo zu etablieren, wurde sich auf die orale Infektion von BALB/c Mäusen 

konzentriert, in denen zumindest die Phagenlysin-enthaltenden Listeria-Stämme scheinbar hoch 

Virulenz-attenuiert sind (siehe 5.2.2.5). 

Bislang konnte nicht nachgewiesen werden, ob nach oraler Gabe von mit Phagenlysin-

ausgestatteten Listerien eine Übertragung eines Modellproteins oder Antigens in professionelle 

Antigen-präsentierende Zellen stattfindet. Die einzigen in vivo Daten, die bislang zum Gentransfer 

mit Listerien existierten, war die i.p. Infektion von Baumwollratten mit dem Stamm ∆2/ 

p3LGFP118 (Dietrich et al., 1998) mit späterer Isolierung von EGFP-exprimierenden 

Peritonealmakrophagen (Spreng et al., 2000). Mit diesem „DNA delivery“ System sollen natürlich 

bevorzugt Dendritische Zellen erreicht werden, da diese wichtige Antigen-präsentierende Zellen 

zur Initiierung einer Immunantwort sind. 
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In einem ersten Experiment wurden BALB/c Mäuse orogastrisch mit ca. 109 Bakterien der Stämme 

∆trpS/ pSP1-PCMVDsRed und ∆trpS/ pSP2-PCMVDsRed infiziert. Nach 2, 3 und 4 Tagen wurden 

den Tieren Peritonealmakrophagen, Milz, Peyer´sche Platten und Mesenteriale Lymphknoten 

entnommen, diese gewaschen und in RMPI/FKS aufgenommen (Abbildung 5.54). In den 

mesenterialen Lymphknoten ließen sich keine DsRed-exprimierenden Zellen nachweisen, dafür 

konnten vereinzelt einige wenige rot leuchtende Zellen in Milz, Peritonealhöhle und Peyer´schen 

Platten gefunden werden. Insgesamt wurden in allen mit ∆trpS/ pSP1-PCMVDsRed infizierten 

Tieren 4 leuchtende Zellen und in den mit ∆trpS/ pSP2-PCMVDsRed infizierten 10 DsRed-

exprimierende Zellen über alle Tage verteilt gefunden. Diese Unterschiede sind auf Grund der 

geringen Anzahl wahrscheinlich nicht signifikant. Da aber keine weitere Immunfärbung der 

Präparationen mit z.B. einem Antikörper wie anti-CD11c, welcher Dendritische Zellen (DZ) 

detektieren kann, durchgeführt worden ist, konnte über die Klassifikation dieser DsRed-

exprimierenden Zellen nur spekuliert werden. In den meisten Fällen ähnelten diese Zellen 

phänotypisch Makrophagen (Abb. 5.54 B), es waren aber auch 2-3 runde Zellen darunter, welche 

den doppelten Durchmesser wie die in den Präparationen befindlichen Lymphozyten hatten (Abb. 

5.54 A). 

Da die Suche von einigen rot leuchtenden Zellen in der Milz sich als zu ineffektiv herausgestellt 

hatte, wurde in einem zweiten Experiment eine andere Strategie benutzt: Mit jeweils ca. 109 

Bakterien der Stämme ∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP, ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP und ∆trpS/ pSP2-

PCMVEGFP wurden je 3 BALB/c Mäuse wiederum orogastrisch infiziert. 3 Tage nach Infektion 

wurden mesenteriale Lymphknoten und Milz präpariert, gewaschen und in Kulturschalen für eine 

Nacht inkubiert. Makrophagen adhärieren in dieser Zeit am Boden der Schalen, während die 

Dendritischen Zellen sich entweder leicht oder gar nicht anheften. Durch Gradienten-

Zentrifugation der vom Boden der Schale leicht abgespülten Suspensionszellen mit einem 

Metrizamid-Gradienten konnten daher Präparationen hergestellt werden, in denen DZ angereichert 

waren. 

Wie im vorhergehenden Experiment konnten auch in diesen Präparationen der mesenterialen 

Lymphknoten keine EGFP-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. In allen 3 Milzen der mit 

∆trpS/ pSP0-PCMVEGFP infizierten Tiere konnte insgesamt eine grün-leuchtende Zelle, in denen 

der mit ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP infizierten Tiere insgesamt fünf, und nach ∆trpS/ pSP2-

PCMVEGFP-Infektion konnte ebenfalls insgesamt nur eine grün-leuchtende Milzzelle beobachtet 

werden. Wiederum wurden – beurteilt nach ihrer Morphologie – wahrscheinlich nur EGFP-

exprimierende Makrophagen gefunden (Abb. 5.54 C). 

Das dritte Experiment zum in vivo Gentransfer fand u.a. mit neu konstruierten EGFP-Expressions-

Kassetten statt. C. Schoen konnte den bereits klonierten CMV-Promotor (siehe 5.2.1.7) mit einer 

weiteren SV40-Enhancer-Sequenz (ENH) ausstatten, welche eine höhere Expression der unter 

Promotorkontrolle klonierten Modellproteine durch einen verbesserten Kernimport versprach 
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(Dean et al., 1999). Zusätzlich wurde ebenfalls von C. Schoen eine neue eukaryotische 

Expressions-Kassette auf der Basis des β-Aktin-Promotors (abstammend von Plasmid pBacMam, 

Fa. Novagen) auf das Plasmid pSP1 kloniert, resultierend in pSP1-PβAktinEGFP.  

Mit 1010 Bakterien der Stämme ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP, ∆trpS/ pSP1-PCMVENH-EGFP und ∆trpS/ 

pSP1-PβAktinEGFP wurde jeweils eine BALB/c Maus orogastrisch infiziert. Nach zwei Tagen 

wurden die Milzzellen präpariert, von Erythrozyten befreit und mit einem PE-gekoppelten anti-

CD11c-Antikörper gefärbt. Pro Präparation wurden 500.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer 

gemessen. Nachdem tote Zellen und Lymphozyten mit Hilfe der Parameter „forwardscatter“ (FS) 

und „sidescatter“ (SSC) von der Messung ausgeschlossen worden sind, konnten in jeder Milzzell-

Präparation 3,2-3,3% CD11c-positive Zellen detektiert werden, aber keine CD11c-positiven, 

EGFP-exprimierenden Zellen. D.h., auch mit einer Durchfluss-Zytometrischen Analyse konnten 

keine ex vivo EGFP-exprimierenden Dendritischen Zellen gefunden werden.  

 

DsRed-exprimierende
Milzzelle 

nach Infektion mit
S/ pSP1-P DsRed∆trp CMV

DsRed-exprimierende
Zelle aus Peyer´schen Platten

nach Infektion mit
S/ pSP2-P DsRed∆trp CMV

A

B

EGFP-exprimierende
Milzzellen

nach Infektion mit
S/ pSP1-P EGFP∆trp CMV

C

DZ(?)
MØ(?)

 
Abbildung 5.54: In vivo Gentransfer von DsRed bzw. EGFP. (A) DsRed-exprimierende Milzzelle nach Infektion einer 
BALB/c Maus mit ∆trpS/ pSP1-PCMVDsRed. (B) DsRed-exprimierende Zelle aus Peyer´schen Platten nach in vivo 
Infektion mit ∆trpS/ pSP2-PCMVDsRed. (C) EGFP-exprimierende Milzzellen in einer Metrizamid-Gradienten Präparation 
nach in vivo Infektion mit ∆trpS/ pSP1-PCMVEGFP. MØ: Makrophagen, DZ: Dendritische Zellen. 
 

 

5.3 Anwendung des „DNA-Delivery“ Systems als Vakzine  

 

Das hier beschriebene „DNA-Delivery“ System, bestehend aus einem eukaryotischen Expressions-

Plasmid und einem L. monocytogenes Stamm als Träger des Plasmides war unter anderem als 
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DNA-Vakzinierungsstrategie zur Übertragung von Antigen-cDNA in professionelle phagozytische 

Zellen entwickelt worden. In diesen Zellen soll das Antigen letztendlich in vivo exprimiert, 

prozessiert und zusammen mit MHC Klasse I Molekülen an der Oberfläche dieser Zellen zur 

Induktion einer Immunantwort präsentiert werden. Wie in den vorangegangenen Kapiteln 

beschrieben, konnte zumindest in vitro sowohl in Zellen epithelialen Ursprungs als auch in murinen 

Makrophagen und humanen Dendritischen Zellen (in Kooperation mit A. Kolb-Mäurer) die höchste 

Gentransfer-Effizienz mit dem Listeria Stamm ∆trpS/ pSP1-PCMV erreicht werden. Zusätzliche 

Virulenz-Attenuationen wie eine Deletion von actA oder iap erwiesen sich bezüglich des 

Gentransfers als kontraproduktiv (siehe 5.2.4).  

Die auf dem Plasmid dieses Stammes befindliche Phagenlysin-Kassette PactA-ply118 konnte im 

Vergleich zu anderen Lysis-Kassetten mit Abstand am meisten Plasmid-DNA im Zytosol der 

untersuchten Zell-Linien freisetzen und damit die größte Anzahl an infizierten Zellen zur 

Expression des Modellproteins EGFP veranlassen. Obwohl diese Ergebnisse teilweise auf 

Untersuchungen basierten, die mit Zell-Linien humanen Ursprungs (Caco-2, HeLa) durchgeführt 

worden sind, wurde vermutet, dass diese Ergebnisse für eine in vivo Anwendung in der BALB/c 

Maus richtungweisend sein könnten.  

Als Modell-Vakzineantigen wurde für die in diesem Kapitel beschriebenen Immunisierungs-

Experimente das Leishmania-Antigen Kinetoplastid-Membranprotein-11 (KMP-11) in Kooperation 

mit Dr. C. Berberich und J. R. Ramirez aus der Arbeitsgruppe von Prof. H. Moll, Institut für 

molekulare Infektionsbiologie in Würzburg, ausgewählt. KMP-11 ist ein Lipophosphoglykan- und 

Membran-assoziiertes, amphipatisches Protein und präsent in zahlreichen Leishmania und 

Trypanosoma Spezies (Tolson et al., 1994). Dieses Protein kann sowohl humorale als auch 

zelluläre Immunantworten induzieren und scheint eine Rolle bei der Protektion gegen 

Leishmaniose zu spielen (Tolson et al., 1994, Jensen et al., 1998, Planelles et al., 2001, Ramirez, 

J.R. et al., 2001).  

 

 

5.3.1 Konstruktion verschiedener KMP-11 Expressionskassetten 

 

Zur Induktion einer Immunantwort gegen das Leishmania-Antigen KMP-11 wurde überlegt, 

sowohl eine Präsentation des Proteins über MHC Klasse I als auch über MHC Klasse II Moleküle 

von Antigen-Präsentierenden Zellen zu erreichen. Die Präsentation über MHC Klasse I Moleküle 

ist Voraussetzung für die Induktion einer CTL-Antwort, während von MHC Klasse II Molekülen 

präsentierte Epitope die Proliferation von spezifischen TH1-Zellen induzieren könnten. Diese Art 

von Immunantwort wird z.B. bei BALB/c Mäusen zur Protektion gegen Leishmania major benötigt 

(Moll und Berberich, 2001). Aus diesem Grund wurde neben der originalen KMP-11 cDNA auch 

ein Fusionskonstrukt, bestehend aus einer ER-Signalsequenz und der cDNA für KMP-11 in die 
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Expessions-Kassette des Plasmides pSP1-PCMV kloniert. Diese Signalsequenz („ER targeting leader 

sequence“), welche von der cDNA des humanen „tissue plasminogen activators“ (htPA) abgeleitet 

worden ist, konnte bei verschiedenen DNA-Immunisierungsansätzen durch höhere 

Expressionsraten der Antigene sowohl humorale (Weiss et al., 1999) als auch zytotoxische 

Immunantworten (Shiver et al., 1996) drastisch verbessern. Es wurde vermutet, dass die erhöhte 

Verfügbarkeit der Antigene evtl. durch den TAP-unabhängigen Transport der Proteine vom Zytosol 

in das Endoplasmatische Retikulum (ER) stattfindet. 

 

Es wurden insgesamt zwei KMP-11 Konstrukte, bezeichnet als KMP und tPA-KMP, in die Not I -

Schnittstelle des Expressions-Plasmides pSP1-PCMV (siehe 5.2.1.7) kloniert (Abbildung 5.55). Das 

Konstrukt KMP besitzt neben der kodierenden Sequenz von KMP-11 (279 bp) eine vorangestellte, 

47 bp umfassende Sequenz, welche die Translations-Initiationsregion (TLI) des β-Galaktosidase-

Gens enthält. Das Konstrukt tPA-KMP enthält zusätzlich die 69 bp umfassende „ER targeting 

leader sequence“ des Gens tPA (tPA-leader). Beide Konstrukte wurden durch rekombinante PCR-

Technik mit Hilfe der Oligonukleotide KMP-A bis KMP-H hergestellt. Als Matrize für die 

kodierende Sequenz von KMP-11 diente das freundlicherweise von C. Berberich zur Verfügung 

gestellte Plasmid pBSK-KMP3 und für TLI das Plasmid pCMVβ. Die tPA-Signalsequenz ist im 

humanen Genom auf zwei Exons verteilt, daher konnte sie nicht direkt amplifiziert werden. Da die 

Herstellung von tPA-cDNA aus Caco-2 Zellen nicht erfolgreich war, wurde die Sequenz mit Hilfe 

von zwei zueinander komplementären, 87 bp langen Oligonukleotiden (tpa5´und tpa3´) 

nachgebaut, welche nach Hybridisierung als PCR-Vorlage benutzt worden sind. 

 

KMP-11

KMP-11TLI

TLI

tPA-leader

NotI

NotI

NotI

NotI

A

A C

F H

B

GE

D

D

KMP:

tPA-KMP:
 

 
Abbildung 5.55: Genetische Anordnung der einzelnen Segmente der KMP-11 Konstrukte KMP und tPA-KMP. A-G 
bezeichnen die Lage der bei der rekombinanten PCR-Technik verwendeten Oligonukleotide. 
 
 

5.3.2 Immunfluoreszenz-Analyse nach Transfektion von KMP-11 exprimierenden 

Plasmiden 

 

3T6-Fibroblasten wurden mittels Lipofektion mit den Plasmiden pSP1-PCMV, pSP1-PCMVKMP und 

pSP1-PCMVtPA-KMP transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und mit einem 
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monoklonalen Antikörper gerichtet gegen KMP-11, gefolgt von einem FITC-gekoppelten Ziege-

Anti-Maus-IgG-Antiköper gefärbt (Abbildung 5.56). 

Sowohl pSP1-PCMVKMP als auch pSP1-PCMVtPA-KMP konnten 3T6 Fibroblasten zur Expression 

von KMP-11 bringen, jedoch war die anti-KMP-11-Färbung nach Transfektion mit pSP1-

PCMVKMP sehr viel schwächer als nach Transfektion mit pSP1-PCMVtPA-KMP. Dieser Effekt 

scheint mit der durch die tPA-Signalsequenz bereits beschriebenen Stabilisierung des Proteins 

zusammen zu hängen (Chapman et al., 1991). Da diese Stabilisierung auch – wie in 5.3.1 

beschrieben –eine Erhöhung der MHC Klasse I und II Präsentation zur Folge haben kann, wurde in 

dem folgenden Experiment nur das Plasmid pSP1-PCMVtPA-KMP eingesetzt. 
 

pSP1-PCMV pSP1-P KMPCMV pSP1-P tPA-KMPCMV

 
Abbildung 5.56: KMP-11-Immunfluoreszenz-Analyse von 3T6-Fibroblasten, welche mit KMP-11 Expressions-
Plasmiden transfiziert worden sind.  
 

 

5.3.3 Expression und Aufreinigung von rKMP-11  

 

Für das KMP-11-Immunisierungs-Experiment wurde lösliches, Endotoxin-freies KMP-11 als in 

vitro Restimulans zur Detektion von KMP-11-spezifischen T-Zellen als auch zur Beschichtung 

eines anti-KMP-ELISAs benötigt. Aus diesem Grund wurde zunächst rekombinantes KMP-11 

(rKMP-11) in E. coli produziert und weiter aufgereinigt (Abbildung 5.57).  

Dazu wurde das Expressions-Plasmid pQE30-KMP (erhalten von C. Berberich) in E. coli 

M15[pREP4] transformiert. Aus einer 5 l-Kultur dieses Stammes konnten insgesamt 275 mg 

rKMP-11 aufgereinigt werden. Nach Dialyse des Proteins gegen PBS wurde es zur 

Endotoxinreinigung zweimal über eine 10 ml-Detoxi-Gel-Säule gegeben.  
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Abbildung 5.57: Präparation von rKMP-11 aus 
E. coli M15[pREP4]. Auf dem Coomassie-Gel 
sind aufgetragen: (-) nicht induzierte Kultur, (+) 
induzierte Kultur, Durchlauf des Lysates, 
Waschpuffer nach Lauf über die Säule, Eluat mit 
rKMP-11. 
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5.3.4 Infektion von BALB/c Mäusen mit KMP-11 transferierenden Listerien 

 

In diesem Immunisierungexperiment wurden zum einen verschiedene KMP-11 exprimierende 

Plasmide und zum anderen zwei verschiedene Arten der Auffrischungs-Immunisierung 

(„boosting“) getestet: Je 10 Tiere wurden mit 1010 Bakterien der Stämme ∆trpS/ pSP1-PCMV, ∆trpS/ 

pSP1-PCMVtPA-KMP, ∆trpS/ pSP1-PCMVENH-tPA-KMP und pSP1-PβAktintPA-KMP orogastrisch 

infiziert. Die letzten beiden Plasmid-Konstrukte, welche alternative eukaryotische Promotoren 

kodieren, wurden bereits in Kapitel 5.2.6 eingeführt. Anschließend wurden diese Gruppen in 

zweimal fünf Tiere aufgeteilt, wobei drei Wochen später je eine Fünfer-Gruppe abermals mit 1010 

Bakterien der identischen Stämme infiziert wurde. Die andere Fünfer-Gruppe bekam eine 

Auffrischungs-Immunisierung durch i.p. Applikation von 50 µg rKMP-11 in dem Öl-in-Wasser-

Adjuvans Montanide ISA 206 (Übersicht in Tabelle 5.4). 

Eine Woche später wurden die Milzzellen dieser Tiere präpariert, und es wurden verschiedene 

Teste zur Detektion einer spezifischen Immunantwort gegen das Leishmania Antigen KMP-11 

durchgeführt. 

 

Gruppe (n=5): 1ste Immunisierung (d 0): 2te Immunisierung (d 21): 

A (n=3) ohne  

B 50 µg rKMP-11 50 µg rKMP-11 

C ∆trpS/ pSP1-PCMV ∆trpS/ pSP1-PCMV 

D ∆trpS/ pSP1-PCMV 50 µg rKMP-11 

E ∆trpS/ pSP1-PCMVtPA-KMP ∆trpS/ pSP1-PCMVtPA-KMP 

F ∆trpS/ pSP1-PCMVtPA-KMP 50 µg rKMP-11 

G ∆trpS/ pSP1-PCMVENH-tPA-KMP ∆trpS/ pSP1-PCMVENH-tPA-KMP 

H ∆trpS/ pSP1-PCMVENH-tPA-KMP 50 µg rKMP-11 

I ∆trpS/ pSP1-PβAktintPA-KMP ∆trpS/ pSP1-PβAktintPA-KMP 

J ∆trpS/ pSP1-PβAktintPA-KMP 50 µg rKMP-11 

 
Tabelle 5.4 : KMP-11 Immunisierungsschema. Listeria-Stämme wurden p.o. appliziert (jeweils 1010 Bakterien), während 
rekombinantes KMP-11 (rKMP-11) i.p. verabreicht worden ist. 
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5.3.4 Messung der proliferativen Antwort 

 

Die Proliferation von spezifischen T-Zellen aus der Milz wurde nach in vitro Restimulation mit 

einem spezifischen Antigen durch Einbau von 3H-Thymidin in die DNA der Zellen gemessen. Als 

Antigene wurde zum einen 50 µg/ml rKMP-11 verwendet und zum anderen ein Äqulivalent von 

108 Hitze-getöteten Listerien (HKL) pro Napf (Hess et al., 1997). Für diese Präparation wurde L. 

monocytogenes EGD-e zweimal mit PBS gewaschen, in 1/10 des Volumens in PBS ankonzentriert 

und 20 min bei 100°C inkubiert. Durch Ausplattieren dieser Präparation wurde die vollständige 

Abtötung der Bakterien bestätigt. 

Nach Präparation der Milzzellen der in Kapitel 5.3.3 beschriebenen infizierten bzw. immunisierten 

BALB/c Mäuse wurden pro Tier 4 x 105 Zellen/ Napf mit a) Medium, b) 50 µg/ml rKMP-11 und c) 

108 Hitze-getöteten Listerien in Dreifachansätzen für insgesamt 5 Tage stimuliert. 

Um die Proliferationsfähigkeit der Zellpräparationen zu testen, wurden zusätzlich je 3 Näpfe mit d) 

Medium und e) 5 µg/ml Concanavalin A (ConA) für insgesamt 3 Tage stimuliert. 18 Stunden vor 

Ende der Inkubationszeit wurden 0,5 µCi/ Napf 3H-Thymidin zu den Zellen pipettiert. Nach Ernte 

der Zell-DNA und Messung der eingebauten Radioaktivität wurde der Stimulationsindex (SI > 2: 

positive Proliferation) aller Restimulationen errechnet (Abbildung 5.58). 

Nach Restimulation mit rKMP-11 konnten insgesamt nur vier Tiere mit KMP-spezifischen, 

proliferierenden T-Zellen detektiert werden. Diese befanden sich ausschließlich in den Gruppen, 

welche zum einen mit KMP-11 exprimierender Plasmid-DNA transferiert worden und zum anderen 

zweimal mit Listerien infiziert worden sind. Weder bei den naiven noch bei den i.p. immunisierten 

Tieren ließen sich solche T-Zellen nachweisen. 

Dagegen befanden sich in fast allen mit Listeria infizierten Gruppen Tiere, welche positiv nach 

Restimulation mit Hitze-getöteten Listerien (HKL) reagierten. Dabei lag der Anteil der positiver 

Tiere in den Gruppen mit einmaliger Listeriengabe bei 10 % und bei zweimaliger Listeriengabe bei 

65 %. 

Bei diesen Ergebnissen ist zu beachten, dass nicht mit einem Listeria-Wildtyp-Stamm infiziert 

worden ist, sondern mit dem Stamm ∆trpS/ pSP1-PCMV, welcher auf Grund des Phagenlysins stark 

Virulenz-attenuiert ist (siehe 5.2.2.5). 

Drei von den vier Tieren, welche auf die Stimulation mit rKMP-11 positiv reagiert hatten, waren 

ebenfalls positiv im Proliferationstest, bei dem mit Hitze-getöteten Listerien als Restimulans 

benutzt worden waren (siehe Abb. 5.58). Dieser Befund könnte darauf hinweisen, dass die 

Prozessierung und Präsentation von KMP-11 exprimierender Plasmid-DNA und die in vivo 

Aufnahme und Präsentation der Listerien eng gekoppelt sind. 
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Abbildung 5.58: Messung der proliferativen Antwort von Milzzellen nach in vivo Infektion mit Listerien, welche KMP-
11 exprimierende Plasmid-DNA tragen, und in vitro Restimulation mit verschiedenen Agentien (rKMP-11, HKL). Als 
positiv wurde ein Index >2 betrachtet (rote Linie); positive Tiere wurden farbig markiert (rote und grüne Punkte). 
 

 

5.3.5 Messung von Zytokinen 

 

Mit der Messung der Zytokine IL-2 und IFN-γ können ebenfalls Antigen-spezifische T-Zellen 

detektiert werden, wobei die proliferative Antwort und die Zytokinsekretion nicht korrelieren 

müssen. Analog dem im vorherigen Kapitel beschriebenen Proliferationstest wurden pro Tier 4 x 

105 Zellen/ Napf mit a) Medium, b) 50 µg/ml rKMP-11, c) 108 Hitze-getöteten Listerien und d) 5 

µg/ml Concanavalin A für insgesamt 24 Stunden stimuliert. Anschließend wurde die IL-2 und IFN-
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γ Konzentration für jedes Stimulans bestimmt. Bei dieser Messung konnte nur eine 

Einzelbestimmung durchgeführt werden. Zur Auswertung wurde die jeweilige Zytokin-

Konzentration der Näpfe ohne Stimulation (Mediumkontrolle) von denen der Näpfe mit 

Stimulanzien subtrahiert (Abbildung 5.59 und 5.60). 

Nach Restimulation der Milzzellen mit rKMP-11 konnte nur bei zwei aus der Gruppe der mit 

∆trpS/ pSP1-PCMVENH-tPA-KMP infizierten Tiere eine erhöhte IFN-γ-Konzentration gemessen 

werden (ca. 1500 bzw. 1100 ng/ml) (Abbildung 5.59). Diese Tiere entsprachen dabei nicht denen, 

die anhand des Proliferationstestes als positiv bewertet worden waren. Einzelne Tiere aus der mit 

∆trpS/ pSP1-PCMV infizierten Kontrollgruppe reagierten aber ebenfalls auf eine Stimulation mit 

rKMP-11 (ca. 600 ng/ml). Daher muss das Resultat dieser Messung sehr kritisch bewertet werden. 

 

Tendenziell reagierten alle Gruppen, welche zweimal mit Listerien infiziert worden waren, nach 

Restimulation mit Hitze-getöteten Listerien (HKL) mit einer höheren IFN-γ-Ausschüttung als die 

Gruppen, welche nur einmal infiziert worden sind. Allerdings zeigten auch die Mäuse, die während 

des Versuches gar nicht mit Listerien in Berührung gekommen sind, eine positive Reaktion auf die 

HKL-Stimulation. Daraus lässt sich schließen, dass entweder diese HKL-Präparation unspezifisch 

Milzzellen zur IFN-γ-Ausschüttung anregen kann oder dass die Tiere vorher schon mit L. 

monocytogenes, L. innocua oder einem anderen kreuzreagierenden Pathogen in Kontakt gekommen 

sind. Die Gruppe, welcher KMP-11 zweimal in Verbindung mit einem Adjuvans appliziert worden 

ist, zeigte im Allgemeinen die niedrigste IFN-γ-Produktion. Dies hängt wahrscheinlich mit der 

Erzeugung einer TH2-Immunantwort durch das Adjuvans und einer dadurch inhibierten IFN-γ-

Synthese zusammen. 

Auch bei der Analyse der IL-2-Produktion der mit rKMP-11 stimulierten Milzzellen konnte keine 

signifikant erhöhte Zytokinproduktion der mit KMP-11 cDNA immunisierten Tiere gemessen 

werden (Abbildung 5.60), das gleiche gilt auch für die Messung der mit HKL stimulierten 

Milzzellen. Alle Milzzellen reagierten im Übrigen sehr stark auf die Stimulation mit Concanavalin 

A, wodurch gezeigt werden konnte, dass alle Zellen prinzipiell vital genug für eine Zytokin-

Produktion präpariert worden waren. 

Zusammenfassend konnten nach Messung der Zytokine evtl. zwei spezifisch auf KMP-11 

reagierende Tiere gefunden werden, diese waren ein- bzw. zweimal mit ∆trpS/ pSP1-PCMVENH-

tPA-KMP infiziert worden. Dies könnte als ein Hinweis darauf gedeutet werden, das die Enhancer-

Sequenz (ENH) des CMV-Promotors in vivo eine höhere KMP-11 cDNA Produktion erzeugt hat, 

wobei dies evtl. zu einer schwachen Immunantwort gegen dieses Antigen in zwei Tieren geführt 

hat. 
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Abbildung 5.59: IFN-γ Produktion von Milzzellen nach in vivo Infektion mit KMP-11 cDNA- transferierenden Listerien. 
Restimulation mit rKMP-11 oder Hitze-getöteten Listerien (HKL).  
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Abbildung 5.60: IL-2 Produktion von Milzzellen nach in vivo Infektion mit KMP-11 cDNA- transferierenden Listerien. 
Restimulation mit rKMP-11 oder Hitze-getöteten Listerien (HKL).  
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5.3.6 Analyse der murinen Seren 

 

Die Seren aller Tiere, welche im Rahmen des KMP-11-Immunisierungs-Experimentes eingesetzt 

worden sind, wurden in einem ELISA auf die Anwesendheit von Antikörpern untersucht, welche 

gegen KMP-11 von Leishmania major bzw. p60 von L. monocytogenes gerichtet sind. Dabei 

sollten alle Tiere, welche mit Listeria infiziert worden sind, anti-p60-Antikörper aufweisen, 

während nur bei den mit rKMP-11 (+ Adjuvans) immunisierten Mäusen Antikörper gegen dieses 

Antigen erwartet werden. Als Antigen-Beschichtung im ELISA wurden rKMP-11 (siehe 5.3.3) 

bzw. p60His (siehe 5.1.1.5) verwendet. 

Tatsächlich hatten alle mit rKMP-11 immunisierten bzw. „geboosteten“ Tiere hohe anti-KMP-11-

Titer, während bei den naiven als auch bei den mit KMP-11 cDNA infizierten Mäuse keine 

Antikörper nachgewiesen werden konnten (Abbildung 5.61). D.h., die Infektion mit KMP-11 

cDNA- transferierenden Listerien erzeugte keinerlei humorale Immunantwort gegen dieses 

Antigen. 
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Abbildung 5.61: anti-KMP-11 bzw. anti-p60 ELISA aller Seren des KMP-Immunisierungs-Experimentes. 
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Überaschenderweise konnte bei ausnahmslos allen Tieren anti-p60- Antikörper gefunden werden, 

egal, ob diese mit Listeria infiziert worden waren oder nicht. Dies kann zwei Ursachen haben: Zum 

einen könnten die Mäuse vor dem Versuch mit L. monocytogenes oder L. innocua in Kontakt 

gekommen sein und zum anderen können auch nur mit p60 kreuzreagierende Antikörper detektiert 

worden sein, die im Rahmen einer Immunantwort auf ein anderes Pathogen entstanden sind.  
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6. Diskussion 

 

In dieser Arbeit wurde ein bakterielles „DNA delivery“ System (Gentransfer-System) untersucht 

und optimiert, welches u.a. als alternative Methode zur herkömmlichen DNA-Vakzinierung 

Anwendung finden soll. Dieses System setzte sich aus einem Virulenz-attenuierten L. 

monocytogenes Stamm als Vektor und einem eukaryotischen Expressions-Plasmid zusammen, auf 

dem zusätzlich eine Lysis-Kassette kodiert ist, die die intrazellulären Lysis des Bakteriums und die 

damit einhergehende Freisetzung der Expressions-Plasmide im Zytosol der Wirtszelle 

gewährleistet. 

Um einen neuen Virulenz-attenuierten Trägerstamm für dieses System zu erhalten, wurde in dieser 

Arbeit das Gen für das als „invasion associated protein“ beschriebene Protein p60 (Kuhn und 

Goebel, 1989) durch eine Deletions-Mutagenese vollständig aus dem Genom von L. 

monocytogenes deletiert, wodurch der neue attenuierte Stamm ∆iap entstanden ist. 

Außerdem wurde ein neues eukaryotisches Expressions-Plasmid konstruiert, welches neben einer 

eukaryotisches Transkriptionseinheit und einer Lysis-Kassette einen besonders für Listeria 

geeigneten Replikationsursprung besitzt.  

Damit L. monocytogenes dieses Plasmid (und damit auch die Lysis-Kassette) in vitro und in vivo 

nicht verlieren kann, wurde dem Bakterium im Genom das essentielle Gen trpS deletiert, während 

zusätzlich eine trpS-Expressions-Kassette auf dem Plasmid inseriert wurde. Das auf diese Weise 

erschaffene so genannte „Balanced-lethal“ System garantiert, dass bei Anwendung des „DNA 

delivery“ Systems als Vakzine keine Plasmid-freien und somit unlysierten Listerien im 

Wirtsorganismus vorliegen. 

 

 

6.1 Die Deletionsmutante ∆iap unterscheidet sich von den Raumutanten 

 

Das Protein p60 wurde 1989 zum ersten Mal von Kuhn und Goebel an Hand so genannter 

Raumutanten von L. monocytogenes beschrieben, welche sich durch eine stark veränderte 

Kolonieform und Zell-Morphologie von wildtypischen Listerien unterscheiden. Während Listerien 

normalerweise kurze Stäbchen-förmige Zellen von ca. 2 µm Länge bilden, erscheinen die einzelnen 

Bakterien vieler Raumutanten als filamentöse, an den Septen zusammenhängenden Einzelzellen, 

welche oft eine Gesamtlänge von 80-100 µm erreichen können. Solche Raumutanten sezernieren 

stark reduzierte, aber noch nachweisbare Mengen des Proteins p60 in den Kulturüberstand.  

Kuhn und Goebel vermuteten, dass dieser spezielle Phänotyp mit der verringerten Expression von 

p60 zusammenhängt, da die Zugabe von gereinigtem p60 oder auch Plasmid-kodiertem p60 einen 
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teilweisen Zerfall dieser langen Zellketten bewirkt, wobei aber niemals die Länge der wild-

typischen Bakterien erreicht worden ist (Kuhn und Goebel, 1989, Wünscher et al., 1993). Daher 

wurde postuliert, dass p60 als Mureinhydrolase bei einem späten Schritt der Zellteilung, nämlich an 

der Septentrennung beteiligt ist. 

Die L. monocytogenes Deletionsmutante ∆iap entstand durch die Deletion des Genes iap 

einschließlich der Promotor- und Terminatorregion im Genom des Bakteriums und erwies sich als 

vollkommen p60-defizient. In der exponentiellen Wachstumsphase bildet die Mutante kurze Ketten 

aus 4 bis 8 Einzelzellen, wobei diese ebenfalls an den Septen zusammenhängen. Dieser Phänotyp 

war insofern überraschend, da es nicht einleuchtend erschien, dass ein Stamm, welcher noch 

geringe Mengen an p60 exprimiert, lange Zellketten ausformt, während ein komplett defizienter 

Stamm in viel kürzeren Ketten wächst.  

Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass eine ausschließliche iap-Mutation zu kurzen Zellketten 

führt, während eine iap-Mutation zusammen mit einer oder mehreren anderen Mutationen lange 

Zellketten erzeugt. Ein ähnliche Beobachtung konnte auch bei B. subtilis gemacht werden: 

Mutanten, in denen das Autolysin CwlF inaktiviert ist, formen 4-mal längere Filamente als 

wildtypische Bakterien (Ohnishi et al., 1999). Wird bei dieser Mutante zusätzlich die 

Peptidoglykan-Hydrolase LytF oder der Sigmafaktor SigD inaktiviert, so wachsen diese Bakterien 

zu extrem langen Zellketten aus. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass der Phänotyp der 

Raumutante nicht ausschließlich, sondern nur zu einem Teil durch die verringerte Expression von 

p60 zustande kommt. Interessanterweise kann man die kurzen Ketten der ∆iap-Mutante nur 

minimal durch die Zugabe von p60 oder von wildtypischen Überstandsproteinen reduzieren. 

Besonders auffällig an der Morphologie der ∆iap Mutante ist ebenfalls, dass diese keine 

abgerundeten Zellpole formen kann, sondern dass die Pole abgeflacht erscheinen. Normalerweise 

wird bei Bakterien vor der Zellteilung ein Ring aus FtsZ Protein an der Innenseite der Membran 

ausgebildet, welcher vor der Septumtrennung kontrahiert, die sich teilenden Bakterien trennt, 

wobei diese ihre charakteristischen, abgerundeten Pole formen (Margolin, 2000). Dieser Vorgang 

scheint aber bei der ∆iap Mutante nicht stattzufinden, da man in den Zellketten dieses Stammes 

keinerlei Einschnürungen erkennen kann. Dies lässt den Schluss zu, dass die Septumeinschnürung 

durch die Kontraktion des FtsZ-Ringes ohne die gleichzeitig stattfindende Septentrennung durch 

eine Mureinhydrolase wie p60 nur schwer möglich ist. 

 

6.2 ∆iap lässt sich nicht in trans komplementieren 

 

Transformiert man den Stamm ∆iap mit einem Plasmid, das eine vollständige p60-

Expressionseinheit kodiert, kann man trotz des Multikopieneffektes nur eine zum Wildtyp 

vergleichsweise schwache Expression von p60 beobachten. Diese Besonderheit wurde auch 1991 
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von Köhler et al. beschrieben, welche die Raumutante RIII mit verschiedenen p60-exprimierenden 

Plasmiden ausstatteten. Obwohl die damals verwendeten Plasmide neben dem Gen iap auch die 

Genbereiche um das iap-Gen herum kodierten (1,9 kb stromaufwärts bzw. 4,1 kb stromabwärts), 

konnte nur eine moderat verstärkte p60-Expression bei diesen Stämmen beobachtet werden, welche 

niemals die Expressionsmenge von wildtypischen Bakterien erreichte.  

Die Raumutante RIII transkribierte jedoch gleiche Mengen an iap-mRNA wie der Listeria-Wildtyp 

und daher wurde angenommen, dass die Expression von p60 auf einem posttranskriptionellen 

Level kontrolliert wird (Köhler et al., 1991). Damals wurden zwei mögliche Erklärungen dafür 

gegeben: (I) Die Synthese von p60 wird auf dem translationalen Level von einem spezifischen 

Faktor reguliert, welcher in der Raumutante defekt ist. (II) Die Sekretion von p60 benötigt einen 

Faktor, der in der Raumutante defekt ist.  

Die unter Punkt (I) getroffene Erklärung kann insofern entkräftet werden, da die Plasmid-

abhängige Expression von p60 auch in der ∆iap Mutante gestört ist. Diese sollte aber auf Grund 

ihrer gezielten Mutation nicht dereguliert sein. Ebenso ist es unwahrscheinlich, dass durch den 

deletierten Bereich selbst (iap-Promotor und iap-Leserahmen) eine Deregulation entstehen kann. 

Erst kürzlich wurde veröffentlicht, dass einige Raumutanten-Isolate einen Defekt in dem in die 

Sekretion von Proteinen involvierten Gen secA2 haben, welches stromaufwärts neben iap kodiert 

ist (Lenz und Portnoy, 2002) ∆secA2-Deletionsmutanten scheinen das Protein p60 vermindert zu 

sezernieren, wodurch es in dem Bakterium angesammelt wird. In eigenen sowie in Untersuchungen 

von Köhler et al. konnte dagegen nicht beobachtet werden, dass p60 intrazellulär in der 

Raumutante RIII akkumuliert wird (Köhler et al., 1991). 

 

 

6.3 Die Expression anderer Proteine in ∆iap 

 

Da der Einfluss von p60 auf die Invasion und das intrazelluläre Verhalten von L. monocytogenes in 

Wirtszellen untersucht werden sollte, wurde vorher überprüft, ob der Stamm ∆iap andere wichtige 

Virulenzgene, welche ebenfalls in diese Vorgänge involviert sind, in vergleichbaren Mengen wie 

wildtypische Bakterien exprimiert. Man kann sich vorstellen, dass ein Mangel an p60 als ein in der 

Zellteilung und der Mureindegradation involviertes Protein eine Veränderung in den Eigenschaften 

der bakteriellen Zellwand hervorrufen könnte. Solche die Oberfläche der Bakterien betreffenden 

Veränderungen sind besonders kritisch bezüglich einer möglichen Beteiligung von p60 an der 

Invasion in Wirtszellen zu sehen. 

Abhängig von dem jeweiligen Zelltyp vermitteln verschiedene Oberflächen-assoziierte Internaline 

wie InlA und InlB die Aufnahme der Bakterien in diese Zellen (Cossart und Lecuit, 1998). 

Während InlA maßgeblich an der Invasion in epitheliale Zellen wie Caco-2 beteiligt ist, vermittelt 
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InlB die Aufnahme von L. monocytogenes in verschiedene andere Zell-Linien wie Hepatozyten-

ähnlichen Zellen, HeLa, Vero, CHO und Fibroblasten. Beide Internaline sind über verschiedene 

Mechanismen mit der Zellwand assoziiert: InlA besitzt ein LPXTG-Motiv, dass das Protein 

kovalent mit dem Peptidoglykan verknüpft (Lebrun et al., 1996), InlB interagiert dagegen nicht-

kovalent mit Lipoteichonsäuren der bakteriellen Oberfläche (Jonquières et al., 1999).  

Western Blot Untersuchungen haben gezeigt, dass der Stamm ∆iap, wenn er für ca. 4 Stunden bis 

zu einer späten exponentiellen Phase (180 Klett-Einheiten) kultiviert wird, beide Internaline in 

ähnlichen Mengen wie der Wildtyp und dem in cis mit iap komplementierten iap+ Stamm 

exprimiert. Wenn man jedoch alle Stämme ca. 36 Stunden wachsen lässt, exprimiert ∆iap deutlich 

geringere Mengen an InlA. Dies kann entweder dadurch zustande kommen, dass InlA 

Wachstumsphasen-abhängig exprimiert wird, so dass dieser Unterschied erst in einer späteren 

Wachstumsphase auftritt. Es wäre aber auch vorstellbar, dass das nach 36 Stunden gemessene InlA 

die kumulative Menge an Gesamt-InlA darstellt, welche über die gesamte Kultivierungszeit 

exprimiert worden ist, wobei der Unterschied nach vier Stunden Kultivierungsszeit noch nicht 

deutlich sichtbar war. Dies würde bedeuten, dass nicht nur Invasionsversuche mit für 36 Stunden 

kultivierten ∆iap Bakterien auf Grund eines eventuellen InlA-Mangels vorsichtig interpretiert 

werden müssten, sondern auch die Versuche, welche mit für vier Stunden kultivierten (180 KE) 

Bakterien gemacht worden sind. 

Da bei der ∆iap Mutante zwar die InlA- aber nicht die InlB-Expression verändert war, kann man 

vermuten, dass besonders Proteine, welche mit einem LPXTG-Anker an die Zellwand gebunden 

sind, empfindlich auf eine p60-Defizienz reagieren. Solche Proteine werden mit Hilfe einer 

spezifischen Sortase (srtA in L. monocytogenes) in der Zellwand zurückgehalten, indem dieses 

Membranprotein das C-terminale Sortierungssignal LPXTG erkennt, zwischen den Aminosäuren T 

und G schneidet und die Polypeptidkette kovalent an den Zellwandbestandteil meso-

Diaminopimelinsäure verknüpft (Dhar et al., 2000). Bierne et al. berichteten, dass in einer srtA-

Deletionsmutante neben InlA auch andere noch nicht näher charakterisierte LPXTG-Proteine nicht 

in der Zellwand verankert werden (Bierne et al., 2002) und dass einige dieser Proteine zur Virulenz 

von Listeria in Mäusen beitragen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass neben InlA auch andere 

Virulenz-assoziierte Proteine mit LPXTG-Motiv bei der ∆iap Mutante fehlerhaft exprimiert 

werden; und diese könnten ebenso wie InlA in die Internalisierung von L. monocytogenes in 

eukaryotische Zellen beteiligt sein. 

Neben einer verringerten Expression könnte InlA aber auch fehlerhaft auf der Oberfläche der ∆iap 

Mutante lokalisiert sein, denn Färbungen von in Medium kultivierten Bakterien mit einem 

monoklonalen Antikörper gegen InlA ergaben, dass dieses überwiegend an einem Pol des 

Bakteriums angereichert wird (Jonquières et al., 1998). Man kann sich leicht vorstellen, dass diese 

polare Oberflächenverteilung auch funktionell wichtig für dieses Protein ist. Da ein solcher 
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Antikörper in dieser Arbeit nicht verfügbar war, konnten hinsichtlich der Lokalisation von InlA 

keine Untersuchungen durchgeführt werden. 

Mit zwei unterschiedlichen Methoden (Western Blot Analyse, Lecithinase-Test) konnte für den 

Stamm ∆iap zum einen eine erhöhte Expression von reifem PlcB und zum anderen eine im 

Vergleich zum Wildtyp erhöhte Lecithinase Aktivität gemessen werden. PlcB ist eine von zwei in 

die Virulenz von L. monocytogenes involvierten Phospholipasen, wobei nur PlcB eine 

Phosphatidylcholin- (Lecithin) hydrolysierende Enzymaktivität besitzt. PlcB wird in einer unreifen 

Form (pro-PlcB) in das extrazelluläre Medium sezerniert. Dort werden N-terminal ca. 2,9 kDa des 

Proteins durch die Zink-abhängige Metalloprotease Mpl abgeschnitten, wodurch pro-PlcB in seine 

reife, aktive Form überführt wird.  

PlcB wird vorwiegend im den sekundären Vakuolen während des Infektionszyklus von L. 

monocytogenes aktiv, wobei der pH in diesen Vakuolen die Aktivierung von PlcB durch Mpl 

beeinflusst (Marquis und Hager, 2000). So führt eine pH-Erniedrigung zu einer verstärkten 

Freisetzung von pro-PlcB aus den Bakterien, wobei die Mpl-abhängige Aktivierung des Enzyms 

der limitierende Schritt für eine effiziente Freisetzung ist. 

P60 hat einen sehr hohen isoelektrischen Punkt von 9,3 und kann auf Grund seiner hohen 

Konzentration den pH im Mediumüberstand beeinflussen. Tatsächlich ist der Überstand des p60-

defizienten Stammes leicht saurer als der des Wildtyps. Daher könnte die erhöhte PlcB-Aktivität 

mit dem niedrigeren pH des Mediums zusammenhängen. 

 

6.4 Die Beteiligung von iap an der Invasion in Wirtszellen 

 

Die erste mögliche Funktion, die dem Protein p60 zugeschrieben wurde, war eine Beteiligung an 

der Internalisierung von L. monocytogenes in 3T6 Fibroblasten (Kuhn und Goebel, 1989). In dieser 

Arbeit konnte demonstriert werden, dass einige Raumutanten-Isolate (RI bis RIV) einen Defekt in 

der Aufnahme durch diese Zell-Linien besaßen. Diese verminderte Aufnahme konnte nach Zerfall 

der Raumutante RIII in kürzere Zellketten durch Zugabe von gereinigtem p60 angehoben werden, 

jedoch nicht durch eine Reduktion der Zellkettenlänge mittels Ultraschallbehandlung. Die gleichen 

Untersuchungen wurden 1992 mit der humanen Epithel-Zell-Linie Caco-2 wiederholt; bei diesen 

Versuchen konnte jedoch eine verstärkte Invasion der Raumutante RIII sowohl durch gereinigtes 

p60 als auch nach Ultraschallbehandlung festgestellt werden (Bubert et al., 1992). 

Parallel zu diesen Invasions-Tests wurden keine Adhärenz-Untersuchungen durchgeführt, was eine 

klare Interpretation dieser kontroversen Ergebnisse zum heutigen Zeitpunkt erschwert. Einer der 

deutlichsten Hinweise zur Beteiligung von p60 in Wirtszellen wurde von Hess et al. erarbeitet 

(Hess et al., 1995). Die Autoren demonstrierten anhand einer Hepatozyten-Zell-Linie und primären 

Knochenmarks-Makrophagen, dass Bakterien eines S. typhimurium Stammes, die das Protein p60 
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(als p60-HlyA Fusionsprotein) mit Hilfe des E. coli Hämolysin-Sekretionssystems sezernierten, 

eine sehr stark erhöhte Invasionsrate in diese zwei Zelltypen im Vergleich zu wildtypischen 

Salmonellen aufwiesen, was p60 sehr deutlich als einen Invasions-assoziierten Virulenzfaktor 

ausweist. 

Mit diesen vorangegangenen Untersuchungen im Hintergrund sind auch die im Rahmen dieser 

Arbeit gemachten Ergebnisse hinsichtlich der Beteiligung von p60 an Invasionsvorgängen schwer 

zu erklären. Zum einen erwiesen sich alle drei unabhängig voneinander konstruierten ∆iap- 

Mutanten als viel adhärenter an Caco-2 Zellen und 3T6-Fibroblasten als die korrespondierenden 

Wildtypen-Stämme, während von anderen Autoren berichtet worden ist, dass rekombinant 

hergestelltes p60 an die Oberfläche von Caco-2 Zellen bindet (Park et al., 2000). Die erhöhte 

Adhärenz der p60-defizienten Stämme kann durchaus mit der kurzkettigen Zellmorphologie 

zusammenhängen, da durch den längeren Zellkörper eine höhere Anzahl von Adhärenz-

vermittelnden Proteinen wie Ami (Milohanic et al., 2000) oder auch mehr Moleküle mit Ladungen 

pro Bakterium vorhanden sind, welche mit der Oberfläche der Wirtszelle interagieren und dadurch 

das Bakterium stärker adhärieren lassen.  

Zum anderen konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass die ∆iap-Mutante nicht in gleichem 

Maß wie die Raumutante RIII eine Defizienz in der Internalisierung durch 3T6 Fibroblasten hat. 

Während die von L. m. EGD abstammende ∆iap-Mutante nur eine um ca. 30 % reduzierte 

Invasionsrate aufweist, ist die Invasionsrate der zwei von EGD-e abstammenden ∆iap-Mutanten 

um das 4fache erhöht. Dieser Unterschied lässt sich zum einen mit dem unterschiedlichen 

Invasionsverhalten beider Ausgangsstämme erklären, wobei der Stamm EGD-e eine etwas 

schwächere Invasionsrate aufweist als der Stamm EGD (EGD-e: ca. 20 % reduziert). Zweitens 

kann man anhand von Gelen mit zweidimensional aufgetrennten Überstandsproteinen erkennen, 

dass der Stamm EGD-e einige Proteine in geringerer Menge bzw. gar nicht und einige Proteine in 

höherer Menge wie der im Institut vorher vorhandene Stamm EGD sezerniert(Abb. 6.1).  
L. m. EGD L. m. EGD-e

pH 7,04,0 pH 7,04,0

Abbildung 6.1: Zweidimensional aufgetrennte Überstandsproteine der L. monocytogenes Stämme EGD und EGD-e 
(Erste Dimension: pH = 4,0-7,0; zweite Dimension: 10 % SDS-PAA-Gel). Die roten Kreise kennzeichnen verstärkt 
exprimierte Proteine der Stammes EGD, grüne Kreise solche von EGD-e.  
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Daher hängen die abweichenden Invasionsraten sehr wahrscheinlich mit diesen unterschiedlich 

sezernierten Proteinen zusammen. Während der Unterschied der Invasionsraten in Caco-2 Zellen 

zwischen Wildtyp EGD und Wildtyp EGD-e bei ca. 20 % liegt, unterscheidet sich die der ∆iap-

Mutanten um das ca. 2,5fache. 

Auf Grund dieser Invasions-Experimente muss postuliert werden, dass p60 keinen oder nur einen 

sehr geringen indirekten und Stamm-abhängigen Einfluss auf die Invasion von L. monocytogenes 

in die Zell-Linien Caco-2 und 3T6 hat.  

 

 

6.6 Ist iap ein essentielles Gen? 

 

In dieser Arbeit wurde das Gen iap mit Hilfe einer Deletions-Mutagenese-Technik aus dem 

Chromosom von L. monocytogenes entfernt. Diese Technik beinhaltet eine gezielte doppelte 

homologe Rekombination eines Mutagenese-Plasmides mit dem Chromosom, wobei das Plasmid 

zuerst in das Genom integriert und anschließend wieder aus diesem entfernt wird.  

Diese Deletions-Mutagenese konnte in den verschiedensten L. monocytogenes Stämmen sowohl 

mit, als auch ohne ein iap-komplementierendes Plasmid erfolgreich wiederholt werden, und für alle 

diese Stämme konnte nachgewiesen werden, dass sie kein p60 mehr exprimieren.  

Wuenscher et al. haben 1993 eine ähnliche Integrations-Mutagenese versucht, welche ebenfalls das 

Gen iap inaktivieren sollte. Da die Zerstörung des Gens nur unter Verwendung eines iap-

Komplementations-Plasmides funktionierte, wurde postuliert, dass p60 ein essentielles Protein des 

Bakteriums ist. Meine eigenen und die Mutagenesen von Wuenscher et al. wurden alle mit 

demselben Mutagenese-Basisplasmid pLSV1 (Wuenscher et al., 1991) und mit einer ähnlichen 

Technik durchgeführt. Der wohl entscheidende Unterschied könnte aber in der Wahl des zu 

deletierenden Bereiches gelegen haben. Wuenscher et al. versuchten, ein Mutagenese-Plasmid, 

welches einen internen 250 bp-Bereich von iap kodierte, in den Leserahmen von iap zu inserieren. 

In meinen eigenen Deletions-Mutagenesen integrierte sich in einem ersten Schritt das Mutagenese-

Plasmid stromaufwärts vom iap-Promotor in das Chromosom und desintegrierte anschließend 

zusammen mit dem iap-Promotor und dem iap-Leserahmen. D.h., das Gen wurde im ersten Schritt 

intakt gelassen und im zweiten Schritt mitsamt dem Promotor entfernt, während Wuenscher et al. 

den iap-Promotor niemals inaktiviert hatten, wodurch ein lethales Ereignis entstanden sein könnte.  

J. Bielecki konnte 1994 eine L. monocytogenes iap-Intergrationsmutante (JB1115) konstruieren. 

Diese hatte die Eigenschaft, stark reduzierte Mengen p60 zu produzieren. Ähnlich wie eine 

Raumutante besaß dieser Stamm aber eine lang-kettige Zellmorphologie, so dass ich davon 

ausgehe, dass er noch geringe Mengen des Proteins p60 exprimierte, denn alle in dieser Arbeit 
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hergestellten absolut p60-defizienten Mutanten wachsen in viel kürzeren Ketten als eine 

Raumutante. 

 

Nachdem in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, dass iap kein essentielles Gen ist, kann 

man weiter der Frage nachgehen, ob es eine essentielle Funktion des Proteins p60 gibt. Es wäre 

möglich, dass nach Deletion des Gens und damit nach Inaktivierung des Proteins ein anderes oder 

mehrere andere Proteine dessen Funktion übernehmen müssen, damit die Bakterienzelle 

lebensfähig bleibt. Allerdings konnte mit Hilfe von 2D-Gel-Analysen, eines Zymogramm-Testes 

und nach Untersuchung der Transkripte anderer putativer Hydrolasen bzw. p60-homologer 

Proteine kein Protein gefunden werden, welches die Funktion von p60 ersetzen könnte und 

eventuell in der ∆iap-Mutante verstärkt exprimiert bzw. transkribiert wird.  

Die 2D-Gel-Analysen detektierten aber andere Proteine, welche von den ∆iap-Mutanten I-III nicht 

mehr exprimiert wurden. So produziert der Stamm ∆iap I und der korrespondierende 

komplementierte Stamm iap+ I eine putative Oxidoreduktase (Lmo0613) nicht mehr, und im Zell-

Lysat der Stämme ∆iap II und III sowie ihrer korrespondierenden Revertanten iap+ II und III 

konnte eine putative Lactat-Dehydrogenase (Lmo0210) nicht mehr nachgewiesen werden.  

Es scheint also, dass eine Deletion des Genes iap von anderen Mutationen begleitet wird, welche 

überraschenderweise bei den von EGD-e abstammenden Mutanten ∆iap II und III identisch waren. 

Allerdings konnte bislang kein Zusammenhang zwischen p60 und einer Lactat-Dehydrogenase 

bzw. einer Oxidoreduktase hergestellt werden.  

Wie schon in Kapitel 6.1 erwähnt, konnten zahlreiche Peptidoglykan-Hydrolasen von B. subtilis 

(Ohnishi et al., 1999) sowie auch das Protein PscB von Gruppe B Streptokokken (Reinscheid et al., 

2001), welches eine signifikante Ähnlichkeit mit p45 hat und wie p60 mit der Trennung der 

Zellteilungssepten assoziiert ist, deletiert werden. Das Verhalten dieser Mutanten spricht dafür, 

dass auch p60 zwar eine wichtige, aber keine prinzipiell essentielle Funktion ausübt.  

 

 

6.5 Ist iap ein Virulenzfaktor von L. monocytogenes ? 

 

Zur Beurteilung ihrer Virulenz wurde die Deletionsmutante ∆iap in verschiedenen in vitro 

Experimenten daraufhin untersucht, ob sie noch zur Invasion in Wirtszellen, Freisetzung aus dem 

Phagosom, intrazellulären Replikation, Aktinschweifbildung und interzellulären Motilität fähig ist, 

d. h. zu allen bekannten spezifischen Eigenschaften, die L. monocytogenes als intrazelluläres 

Pathogen charakterisieren. 

Wie schon in Kapitel 6.1 diskutiert, kann ∆iap verschiedene Wirtszell-Linien nur mit einer um ca. 

30 % reduzierten Effizienz im Vergleich zu wildtypischen Bakterien invadieren. Dabei scheint das 
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Defizit an p60 nicht direkt verantwortlich für diese leicht reduzierte Invasionsrate zu sein, eher 

werden Expression, Sekretion oder Lokalisation anderer Invasions-assoziierter Proteine beeinflusst. 

P60-defiziente Bakterien können sich mit einer ähnlichen Verdopplungsrate wie wildtypische 

Bakterien im Zytosol von Wirtszellen vermehren, nachdem sie das Phagosom verlassen haben. 

Im Zytosol der Zelle werden diese Bakterien von einem Saum aus fibrillärem Aktin umgeben. 

Dieses polymerisiert aber in der Regel nicht zu einem Aktinschweif aus, was zur Folge hat, dass 

die Bakterien sich nicht durch das Zytosol bewegen, sondern Mikrokolonien formen. Zusätzlich 

findet erst zu einem viel späteren Zeitpunkt als bei wildtypischen Bakterien eine Ausbreitung der 

p60-defizienten Bakterien in benachbarte Zellen statt, wobei die Infektionsherde in der Regel sehr 

klein bleiben. Diese Einschränkung in der interzellulären Motilität ist nicht so strikt wie bei einer 

∆actA-Mutante, bei der man gar keine interzelluläre Motilität sehen kann (Kocks et al., 1992). 

Vereinzelt können einige wenige p60-defiziente Bakterien beobachtet werden, welche von einem 

kurzen Aktinschweif umgeben sind und sich durch das Zytosol bewegen.  

Die in vivo Virulenz dieses Stammen wurde durch orogastrische und intravenöse Infektionen von 

Mäusen bestimmt und lag bei beiden Applikationsarten ca. 3 Log-Stufen unter der des Wildtyps. 

Diese reduzierte Virulenz hängt dabei mit größter Wahrscheinlichkeit mit der eingeschränkten 

Motilität der Bakterien zusammen, die sich daher nur sehr schlecht in der Leber etablieren können. 

Eine ∆actA-Mutante erreicht eine ähnlich hohe Virulenz-Attenuation wie der p60-defiziente 

Stamm (Domann et al., 1992, Kocks et al., 1992). 

Somit ist der Stamm ∆iap zwar deutlich in seiner Virulenz attenuiert, aber p60 scheint kein 

eigentlicher Virulenzfaktor im engeren Sinn zu sein. Der einzige kontroverse Bericht, der dazu 

vorliegt, zeigt, dass p60-sezernierende Salmonellen mit viel höherer Effizienz in zwei 

Wirtszelltypen aufgenommen werden als wildtypische Salmonellen (Hess et al., 1995), so dass 

diese Salmonellen virulenter geworden sind. Die Beteiligung von p60 an diesem Prozess muss aber 

noch weiter untersucht werden.  

 

 

6.6 Die Lokalisation von ActA auf der Oberfläche von ∆iap 

 

Der Grund für die eingeschränkte Motilität der p60-defizienten Listerien ist darin zu suchen, dass 

diese intrazellulär keine polare Verteilung des Proteins ActA aufweisen. Kocks et al. konnten 1993 

zeigen, dass ActA nicht symmetrisch auf der bakteriellen Oberfläche lokalisiert ist, das heißt, dass 

das Protein am alten Zellpol stark ankonzentriert wird und am neuen Pol nur schwach bis gar nicht 

nachweisbar ist. Die Autoren postulierten daraufhin, dass die polare Verteilung von ActA für die 

Bewegung der Bakterien in Richtung des neuen, ActA-freien Bakterienpols notwendig ist. 
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Die ActA Lokalisation der intrazellulären, p60-defizienten Bakterien scheint nicht gleichförmig zu 

sein, sondern eher unregelmäßig verteilt, so dass einige wenige Bakterien eine mehr oder weniger 

zufällige polare ActA-Verteilung aufweisen. Werden aber extrazelluläre ∆iap Bakterien auf ihre 

ActA Lokalisation hin untersucht, so erkennt man bei diesen als kurze Zellketten wachsenden 

Bakterien dennoch eine Kumulation von ActA an den ältesten Bakterienpolen dieser Ketten (Abb. 

6.2).  

Die abgebildete Kette aus acht Einzelzellen entsteht theoretisch durch drei aufeinander folgende 

Zellteilungen (Abb. 6.2 B). Bei jeder Zellteilung wird ActA auf die alten Pole verteilt, während die 

neu gebildeten Pole frei bleiben. Bei ∆iap dagegen trennen sich die alten Polen nicht voneinander, 

was zur Folge hat, dass sich in der zweiten Replikationsrunde (Abb. 6.2 B, II) das ActA zweier 

alter Pole in der Mitte der Kette anhäuft. Bei der dritten Replikationsrunde wiederholt sich der 

Vorgang: ActA wird in der Mitte der Kette weiter ankonzentriert (Abb. 6.1 B, geschlossene 

Pfeilspitze), während zusätzlich zwei neue aneinanderhängende alte Pole (Abb. 6.2 B, offene 

Pfeilspitzen) entstehen, an denen sich neue ActA-Ansammlungen bilden. Auf diese Weise entsteht 

das punktförmig erscheinende ActA-Verteilungsmuster des ∆iap Stammes (Abb. 6.1. A). 

Wie es von dieser gerichteten ActA-Verteilung zur einer eher unregelmäßigen Verteilung auf der 

Oberfläche der intrazellulären Bakterien kommt, ist nicht ganz klar. Theoretisch könnte durch das 

ungeregelte Brechen der kurzen Ketten von ∆iap Bruchstücke aus kürzeren Ketten entstehen, 

welche ActA dann nicht mehr an ihren Polen tragen, sondern auch teilweise in der Mitte oder an 

anderen Stellen, so dass keine gerichtete, ActA-basierte intrazelluläre Fortbewegung zustande 

kommen kann (Abb. 6.1 C). So kann auch erklärt werden, dass einige wenige Bakterien dieses 

Abbildung 6.2: ActA-Lokalisati  

∆iap. 
I

II

III

A

B

C

Wirtszelle  

on auf der Oberfläche von extrazellulären und intrazellulären Bakterien des Stammes
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Stammes eher zufällig eine korrekte ActA-Verteilung „erhalten“ und sich dadurch fortbewegen 

können. 

 

6.7 Das ∆trpS „Balanced-lethal“ Plasmid System  

 

In dieser Arbeit konnte ein neuartiges „Balanced-lethal“ Plasmid-System geschaffen werden, das 

zum Ziel hat, ein Plasmid stabil an sein Trägerbakterium zu binden. Häufig werden solche Systeme 

dazu genutzt, bakterielle Vakzine-Stämme mit einem Antigen-Expressions-Plasmid auszustatten, 

welches in vivo zu 100 % stabil sein soll. Im Allgemeinen funktionieren „Balanced-lethal“ Systeme 

derart, dass das Chromosom des bakteriellen Vakzine-Stamms eine Deletion enthält, welche den 

Stamm in eine obligate Abhängigkeit von einem Stoffwechselprodukt drängt. Durch die genetische 

Komplementation des essentiellen Produktes auf einem Plasmid wird der Vakzine-Stamm von 

diesem Plasmid abhängig, so dass er im Wirtsorganismus entweder ein Plasmid-kodiertes Antigen 

exprimiert oder aber durch den Verlust des Plasmides abstirbt. Die Anwendbarkeit eines solchen 

Systems konnte für verschiedene S. typhimurium Stämme gezeigt werden, bei denen die Gene dap 

bzw. asd deletiert worden sind, so dass sie abhängig von dem Zellwandbestandteil 

Diaminopimelinsäure waren (Curtiss 3rd et al., 1990, Galan et al., 1990), sowie für einen V. 

cholerae ∆glnA Stamm mit einer obligaten Abhängigkeit von Glutamin (Ryan et al., 2000) bzw. 

für einen thyA L. acidophilus Stamm, welcher Thymidin benötigt (Fu und Xu, 2000). 

Das in dieser Arbeit konstruierte „Balanced-lethal“ System basiert auf der chromosomalen 

Deletion des essentiellen Biosynthese-Gens trpS, welches die Tryptophanyl-tRNA-Synthetase 

(TrpRS) von L. monocytogenes kodiert. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen anderen 

„Balanced-lethal“ Systemen konnte in diesem System die Deletion nicht durch die Zugabe eines 

Stoffwechselendproduktes wie Diaminopimelinsäure oder Glutamin stabilisiert werden, da TrpRS 

ein zytosolisches Protein des Bakteriums darstellt, welches wahrscheinlich nicht von außen 

zugegeben werden kann. Aus diesem Grund musste die Deletion in Gegenwart eines TrpRS-

exprimierenden Plasmides durchgeführt werden.  

Das über trpS stabilisierte Plasmid erwies sich als zu 100 % stabil in vitro und auch in vivo. 

Während in anderen „Balanced-lethal“ Systemen ein Antigen-Expressions-Plasmid vorwiegend für 

eine effizientere Antigen-Expression in einem Vakzine-Stamm stabilisiert wurde, hat die Plasmid-

Stabilisierung in dem hier beschriebenen „DNA delivery“ System zwei verschiedene 

Auswirkungen, da auf dem Plasmid neben einer eukaryotischen Expressionskassette auch eine 

Lysis-Kassette inseriert ist: zum einen wird eine eukaryotische Antigen-cDNA –ebenfalls zur 

Effizienzsteigerung – an den Trägerstamm gebunden und zum anderen wird gewährleistet, dass 

sich in jedem Bakterium eine Lysis-Kassette in hoher Kopiezahl (>100 Kopien, J. Stritzker, nicht 

veröffentlicht) befindet, welche es letztendlich abtötet. Erst mit der Kombination der 100 %igen 
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Plasmid-Stabilität und der lethalen Lysis-Kassette in hoher Kopienzahl konnte eine besonders hohe 

Attenuation eines L. monocytogenes Stammes erreicht werden (5-6 Log-Stufen im murinen 

Listeriose-Modell). Dadurch ist eine weitere Virulenz-Attenuation im murinen Modell zunächst 

unnötig. 

 

 

6.8 Die Rolle des Phagenlysin 118 bei der intrazellulären Freisetzung von DNA 

 

Ein wichtiger Schwerpunkt dieser Arbeit ist der Vorgang der intrazelluläre Lysis von L. 

monocytogenes, wodurch Plasmid-DNA aus den Bakterien freigesetzt werden sollte. Dietrich et al. 

veröffentlichten 1998 die erste Arbeit, in der ein eukaryotisches Expressions-Plasmid durch eine 

Phagenlysin-vermittelte Lysis in dem Zytosol von Makrophagen freigesetzt und exprimiert wurde. 

Als Lysis-Kassette wurde das Gen des Phagenlysins 118 verwendet, das unter die Kontrolle des 

Promotors von ActA (PactA-ply118) gestellt worden ist. Nach Infektion der Makrophagen-Zell-

Linien P388.D1 und J774.A1 konnte eine durch diese Phagenlysin-Kassette bedingte Lysis mit 

einhergehender erhöhter Freisetzung von Plasmid-DNA (nur bei P388.D1) beobachtet werden, 

wobei die Zahl der lebenden intrazellulären Listerien sechs Stunden nach Infektion um ca. 50 % 

reduziert war (Dietrich et al., 1998).  

Auch unter Verwendung des neuen „Balanced-lethal“ Plasmid Systems konnte bestätigt werden, 

dass sich durch das Phagenlysin die Anzahl der intrazellulären Bakterien nach einigen Stunden um 

die Hälfte reduziert. Nach Infektion verschiedener Zell-Linien (HeLa, Caco-2, P388.D1) und der 

intrazellulären Detektion der mit dieser Lysis-Kassette ausgestatteten Listerien durch einen gegen 

ActA gerichteten Antikörper konnte zudem demonstriert werden, dass sich diese Bakterien trotz 

Phagenlysin in den Zellen zu vermehren schienen. Zwölf bzw. 24 Stunden nach Infektion konnten 

Infektionsherde beobachtet werden, die eine ähnliche Größe aufwiesen wie die von Bakterien, 

welche nicht mit einer Lysis-Kassette ausgestattet waren. Allerdings zeigten diese Phagenlysin-

exprimierenden Bakterien ein abweichendes ActA-Färbemuster. Während die wildtypischen 

Bakterien von einem ActA-Saum mit ActA-Kumulation am alten Bakterienpol umgeben waren, 

erschien das ActA der Phagenlysin-exprimierenden Bakterien insgesamt schwächer exprimiert und 

unregelmäßiger auf der Oberfläche lokalisiert zu sein. Vermutlich ist zum einen die ActA-

Expression in diesen Bakterien reduziert, da sehr viel PrfA von dem in über 100 Kopien 

vorliegendem ActA-Promotor der Lysis-Kassette weggefangen wird. Zum anderen scheint das 

Phagenlysin 118 die Zellwand der Bakterien derart zu desintegrieren, dass ActA, welches 

normalerweise über eine hydrophobe Domäne in der Zellmembran verankert ist, nur noch 

unregelmäßig auf der Bakterienoberfläche zu detektieren war. 
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Im Laufe von drei Tagen konnte zudem eine Zunahme der lebenden intrazellulären Phagenlysin-

exprimierenden Listerien in verschiedenen Zell-Linien beobachtet werden (J. Stritzker, 

Diplomarbeit). Dieses Lysin scheint also die intrazellulären Bakterien entweder nur teilweise oder 

nur stark verzögert abzutöten. 

Neben dieser veröffentlichten Phagenlysin-Kassette wurde in dieser Arbeit noch eine weitere 

getestet, welche neben dem ActA-Promotor auch das Signalpeptid von ActA enthält (PactA-SPactA-

ply118). Mit Hilfe des Signalpeptides sollte das Phagenlysin über die Zellwand des Bakteriums 

transportiert und dadurch seinem Substrat, dem Peptigoglykan, näher gebracht werden. Die 

allgemeine Vorstellung über die Wirkungsweise von Phagenlysinen beruht auf der Annahme, dass 

dieses Protein zusammen mit einem Holin von dem Phagen exprimiert wird, wobei das Holin 

Poren in der bakteriellen Membran bildet, durch die das Lysin an die Zellwand gelangt (Young, 

1992).  

Listerien, welche mit einem derart konstruiertem Export-fähigen Lysin ausgestattet waren, 

erreichten nur zu einem geringen Prozentsatz das Zytosol der Wirtszellen und setzten weniger 

Plasmid-DNA frei als Bakterien ohne Phagenlysin-Konstrukt. Diese Bakterien schienen daher 

schon extrazellulär lysiert worden zu sein, so dass erst gar keine Plasmid-DNA in die Wirtszelle 

gelangen konnte. Durch die Bestimmung der Lebendzellzahlen von in Zellkultur-Medium 

aufgenommenen Bakterien konnte aber ausgeschlossen werden, dass diese Bakterien allein durch 

Induktion der Lysis-Kassette in diesem Medium lysieren. Vermutlich ist der Kontakt mit den 

Wirtszellen dafür verantwortlich, dass der ActA-Promotor und somit auch das Export-fähige 

Phagenlysin aktiviert werden, wodurch die Bakterien extrazellulär lysieren.  

Denkbar wäre auch, dass diese Bakterien genauso wie wildtypische das Zytosol erreichen und dort 

sehr schnell und effizient abgetötet werden. Die dabei freigesetzte Plasmid-DNA Menge wäre dann 

aber nicht ausreichend für eine sichtbare Expression des in diesen Untersuchungen verwendeten 

Reporterproteins EGFP.  

Die wenigen Bakterien, die nach Infektion im Zytosol mit Hilfe einer anti-ActA-Färbung sichtbar 

gemacht werden konnten, breiten sich aber ähnlich schnell im Zellrasen aus und zeigten dasselbe 

ActA-Färbemuster wie wildtypische Bakterien. Es bleibt daher noch zu untersuchen, ob diese 

einzelnen Bakterien eine inaktivierende Mutation im Phagenlysin oder vielleicht auch das 

Phagenlysin-kodierende Plasmid verloren hatten, wobei letzteres auf Grund der Verwendung eines 

„Balanced-lethal“ Plasmides unwahrscheinlicher erscheint. 

 

Wie geschildert, muss das Phagenlysin 118 zumindest über die bakterielle Membran gelangen, um 

sein Substrat, das Peptidoglykan der Zellwand, zu erreichen. Daher ist nicht klar, wie das mit Hilfe 

des ActA-Promotors exprimierte Phagenlysin, welches kein Signalpeptid besitzt, ohne die Hilfe 

eines Holin wirken kann. Es ist vorstellbar, dass die Wirkung erst nach einer lokalen Kumulation 
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des Proteins zustande kommt oder dass das Protein erst dann wirkt, wenn es in höherer 

Konzentration vorliegt.  

 

In vivo werden die Listerien durch beide Phagenlysin-Konstrukte in einem extrem hohen Maß 

attenuiert, so dass man drei Tage nach Infektion von BALB/c Mäusen keine Phagenlysin-

exprimierenden Bakterien aus der Leber und der Milz isolieren kann, während bei einer Infektion 

mit wildtypischen Bakterien ca. 105-106 Bakterien in diesen Organen nachgewiesen werden 

können. Dieser Befund steht daher in Widerspruch zu den in vitro durchgeführten Untersuchungen, 

in denen sich in diesem Zeitraum zumindest die Listerien, welche das Konstrukt PactA-ply118 

tragen, innerhalb von P388.D1 Makrophagen vermehren konnten. 

Man kann daher spekulieren, dass die Phagenlysin-vermittelte Lysis der Bakterien in primären 

(phagozytischen) Zellen, welche zu den ersten Zellen gehören, die Listerien nach oraler 

Applikation aufnehmen, nach einem anderen Modus funktioniert als in Zell-Linien. 

 

6.9 Die Bedeutung der interzellulären Motilität von L. monocytogenes beim in vitro 

„DNA delivery“ 

 

Bakterien mit einer ActA- oder p60-Defizienz konnten im Vergleich zu wildtypischen Stämmen 

nur wenig EGFP-exprimierende Plasmid-DNA in Zytosol von Zell-Linien freisetzen, so dass 

insgesamt nur sehr wenige Zellen mit EGFP-Expression beobachtet werden konnten. Diese 

Beobachtung konnte sowohl für Bakterien gemacht werden, welche die Kassette PactA-ply118 

exprimierten als auch für Bakterien ohne Lysis-Kassette. Dieses Resultat erscheint zunächst 

logisch, da wildtypische Bakterien, welche zu einer normalen interzellulären Motilität fähig sind 

und sich durch den Zellrasen bewegen können, quantitativ mehr Zellen infizieren als ActA-

defiziente Bakterien, welche in ihrer Motilität eingeschränkt sind und in den primär infizierten 

Zellen verbleiben.  

In einem weiteren Experiment wurde daher die Anzahl der primär infizierten Zellen durch eine 

Anhebung der MOI der ActA-defizienten, Phagenlysin-exprimierenden Bakterien erhöht. Bei 

dieser Infektion konnte davon ausgegangen werden, dass annähernd alle Zellen im Zellrasen mit 

diesen Bakterien infiziert waren, da man zwei Stunden nach Infektion aus ca. 5 x 105 Zellen 1,7 x 

106 Bakterien isolieren konnte. Trotzdem konnte in diesem Ansatz nur 0,8 % EGFP-exprimierende 

Zellen beobachtet werden, im Gegensatz zur Infektion mit wildtypischen Bakterien, welche in ca. 

22 % der Zellen eine EGFP-Expression herbeiführten.  

Auf diesem Weg konnte gezeigt werden, dass die Fähigkeit der Zell-zu-Zell-Fortbewegung 

besonders wichtig für eine efiziente Freisetzung von Plasmid-DNA zu sein scheint. Freisetzung 

von Plasmid-DNA aus Bakterien erfordert vermutlich eine teilweise Desintegration der 
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Bakterienzellen bis hin zu einer kompletten Zerstörung des Bakteriums. Daher stellt sich die Frage, 

ob Bakterien, welche sich mit Aktin-basierter Motilität in benachbarte Zellen hineinbewegen, dort 

von einer sekundären Vakuole eingeschlossen werden und sich anschließend aus dieser heraus in 

das Zytosol befreien können, einer erhöhten Desintegration ausgesetzt sind. Es ist bekannt, dass zur 

Freisetzung von L. monocytogenes die sekundäre, von einer Doppelmembran umgebene Vakuole 

angesäuert werden muss, damit die für diesen Vorgang nötigen Virulenzfaktoren (PlcB) aktiviert 

werden (Marquis und Hager, 2000). Folglich ist vorstellbar, dass eine Ansäuerung des umgebenden 

Milieus die Bakterien derart angreifen könnte, dass eine Freisetzung der Plasmid-DNA erfolgt. 

Konsequenterweise müsste man dies dann auch für die Aufnahme der Bakterien in das Phagosom 

der primär infizierten Zelle annehmen. 

 

 

6.10 Attenuierte Listerien als Vektoren in „DNA delivery“ Systemen 

 

Potentielle bakterielle Vakzine-Stämme müssen eine ausreichende Virulenz-Attenuation aufweisen, 

um für eine Anwendung am Menschen zugelassen zu werden. Diese Attenuation muss zum einen 

verhindern, dass klinische Symptome durch den Trägerstamm auftreten, zum anderen muss sie aber 

zulassen, dass der bakterielle Vektor ein Antigen oder eine Antigen-cDNA in seine Zielzellen 

transportiert. Der einzige gezielt attenuierte Listeria Stamm, welcher bislang in einer klinischen 

Studie an Erwachsenen erprobt worden ist, war eine L. monocytogenes ∆actA ∆plcB 

Doppelmutante (Angelakopoulos et al., 2002). Nach einer oralen Gabe von 109 Bakterien konnten 

in erwachsenen Patienten eine Immunantwort gegen das Bakterium nachgewiesen werden, aber es 

wurden keine klinischen Symptome festgestellt.  

Wie bereits diskutiert, scheint – zumindest in vitro – eine actA-Deletion kontraproduktiv für eine 

Übertragung von Plasmid-DNA durch Listeria zu sein. Verschiedene Zell-Linien exprimierten 

nach Infektion mit einem ActA-defizienten Stamm nur vergleichsweise selten ein durch die 

Bakterien übertragenes EGFP-Expressions-Plasmid. Das gleiche gilt für einen p60-defizienten 

Stamm, da dieser in einem ähnlichen Ausmaß wie eine actA-Mutante in seiner intra- und 

interzellulären Fortbewegung beeinträchtigt ist. Hense et al. konnten durch die Verwendung einer 

∆hly und einer ∆inlAB-Mutante demonstrieren, dass sowohl die Invasionsfähigkeit als auch die 

Eigenschaft, aus dem Phagosom zu entkommen, für einen effizienten Transfer von Plasmid-DNA 

nötig sind (Hense et al., 2001). Ebenso wurde mit Hilfe einer ∆plcB-Mutante festgestellt, dass eine 

vorhandene interzelluläre Motilität produktiv für einen effektiven Gentransfer in vitro ist (Grillot-

Courvalin et al., 2002). Zusammengefasst kann man also keine für den intrazellulären Zellzyklus 

von L. monocytogenes essentiellen Virulenzfaktoren zu einer Attenuierung des Pathogens 

inaktivieren, ohne dadurch seine DNA-transferierende Fähigkeit einzuschränken. 
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Eine andere Möglichkeit besteht darin, Stoffwechselmutanten in vivo zu verwenden. So konnten S. 

typhimurium SL7207, eine Stamm mit einer aroA Mutation, oder Shigella Stämme mit einer 

Deletion des Gens asd erfolgreich in vivo als Vektoren für DNA-Vakzine eingesetzt werden. J. 

Stritzker konnte kürzlich einen L. monocytogenes ∆aroA Stamm konstruieren, welcher in Mäusen 

in einem sehr hohen Maß attenuiert ist. Dieser Stamm scheint zwar nicht-phagozytische Zell-

Linien effektiver mit Plasmid-DNA zu baktofizieren als ein vergleichbarer wildtypischer Stamm, 

jedoch funktioniert der Gentransfer in P388.D1 Makrophagen mit diesem Stamm nicht ganz so 

effizient wie mit wildtypischen Bakterien (Stritzker, nicht veröffentlicht). Daher bleibt abzuwarten, 

ob ein derart attenuierter Listeria Stamm in vivo als Vakzine-Vektor verwendet werden kann. 

 

 

6.11 KMP-11 als Antigen bei der in vivo Freisetzung von Vakzine DNA  

 

Um zu untersuchen , ob L. monocytogenes als Vektor für eine Vakzine-DNA in vivo einsetzbar ist, 

wurde als Infektionsmodell die murine Leishmaniose herangezogen. Eine effektive Immunität 

gegen L. major, dem Erreger der kutanen Leishmaniose, benötigt eine IL-12 abhängige Produktion 

von IFN-γ durch CD4+ T-Zellen (Heizel et al., 1993, Sypek et al., 1993, Scharton-Kersten et al., 

1995). 

DNA-Vakzine, welche ein Proteinantigen (LACK) von L. major kodierten, konnten Antigen-

spezifische CD4+ und CD8+ T-Zellen induzierten, welche eine lang anhaltende Immunität gegen 

eine Leishmania Infektion vermittelten und protektiv waren (Gurunathan et al., 1997, Gurunathan 

et al., 2000b). Dabei ging  ein Teil dieses Schutzes nach Depletierung der CD8+ T-Zellen verloren.  

Das für diese Arbeit verwendete Leishmania Antigen war das Kinetoplastid-Membranprotein-11 

(KMP-11). Dieses ist ein Lipophosphoglykan- und Membran-assoziiertes, amphipatisches Protein, 

welches in zahlreichen Leishmania und Trypanosoma Spezies exprimiert wird (Tolson et al., 

1994). Es kann sowohl humorale als auch zelluläre Immunantworten induzieren und scheint 

BALB/c Mäuse teilweise vor einer Infektion mit Leishmania major zu schützen (Tolson et al., 

1994, Jensen et al., 1998, Planelles et al., 2001, Ramirez, J.R. et al., 2001).  

Die cDNA für dieses Antigen wurde in dieser Arbeit zusätzlich mit der „ER targeting leader 

sequence“ des humanen „tissue plasminogen activators“ (htPA) versehen. Diese ER-Signalsequenz 

kann die Expression einer nachgestellten cDNA erhöhen (Chapman et al., 1991). In DNA-

Vakzinierungsstudien wurde zudem demonstriert, dass diese Signalsequenz sowohl humorale als 

auch zytotoxische Immunantworten erhöhen kann (Shiver et al., 1996). Es wurde vermutet, dass 

durch ER-Signalsequenzen ein TAP-unabhängigen Transport der Peptide zu den MHC Klasse I 

Molekülen im Endoplasmatischen Retikulum (ER) stattfindet (Restifo et al., 1995). Auch die mit 

der tPA-Signalsequenz versehene KMP-11 cDNA schien in einem höheren Maße als die originale 



Diskussion 195

KMP-11 cDNA in Fibroblasten exprimiert zu werden und wurde daher bevorzugt in den 

Vakzinierungs-Untersuchungen verwendet.  

BALB/c Mäusen wurden 1010 Listerien ein- oder zweimal oral appliziert. Diese Listerien waren 

zum einen mit der Lysis-Kassette PactA-ply118 und zum anderen mit der cDNA für das Antigen 

tpA-KMP ausgestattet. Vier von 15 Mäusen (27 %) mit zweimaliger Listerieninfektion zeigten eine 

spezifische proliferative Antwort auf das Antigen, während 10 % der Tieren nach einmaliger und 

65 % der Tiere nach zweimaliger Listerien-Applikation eine spezifische Antwort auf ein Listeria-

Lysat entwickelten. Dies war insofern positiv, da Listerien, welche diese Lysis-Kassette 

exprimieren, in einem sehr hohen Maß attenuiert sind (6 Log Stufen im Modell der experimentellen 

murinen Listeriose), so dass fraglich war, ob überhaupt eine Immunantwort gegen den Träger 

entwickelt werden würde. 

Es bleibt aber noch zu untersuchen, wie eine so gemessene proliferative Antwort nach Infektion 

mit wildtypischen Listerien ausfällt. Man muss aber annehmen, dass nur eine Immunantwort gegen 

eine DNA-Vakzine erwarten werden kann, wenn auch gleichzeitig eine Immunantwort gegen den 

Plasmid-Träger etabliert wird, da beide, der Träger Listeria und das Vakzine-Plasmid, nur 

gemeinsam die für die Induktion der Immunität entscheidende Antigen-präsentierende Zelle 

erreichen.  
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8. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 

aa   Aminosäuren 
Abb.   Abbildung 
Amp   Ampicillin 
BHI   „Brain heart infusion“ (Hirn-Herz-Glukose) 
bla   Gen für β-Lactamase 
bp   Basenpaare 
BSA   Bovines Serumalbumin 
cat   Gen für Chloramphenicol-Acetyltransferase 
CDS   kodierende Sequenz 
CFU   „colony forming units“, Kolonie-bildende Einheiten 
CHAPS  3-[(3Cholamidopropyl)-dimethyl-amino]-Propansulfat 
Cm   Chloramphenicol 
CMV   Zytomegalievirus 
DAPI   4',6-Diamidino-2-Phenylindol 
dATP   2'-Desoxyadenosin-5'-Triphosphat 
dCTP   2'-Desoxycytosin-5'-triphosphat 
dGTP   2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat 
dTTP   2'-Desoxythymidin-5'-triphosphat 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DTT   1,4-Dithiothreitol 
DZ   Durchflusszytometrie 
EDTA   Ethylen-Diamin-tetra-Essigsäure 
EGTA   [Ethylenglycol-bis(β-amoniethylether)-N,N,N´,N´-tetraessigsäure]  
EGFP   “enhanced green fluorescent protein” 
egfp   Gen für das “enhanced green fluorescent protein“ 
Em   Erythromycin 
ermAM   Gen für Erythromycin-Adeninmethylase 
FITC   Fluorescein-isothiocyanat 
H2Odeion.  deionisiertes (entsalztes) Wasser 
HEPES   N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N´-2-ethansulfonsäure 
iap   Gen für das „invasion assiciated protein“ p60 
IL   Interleukin 
IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactosid 
Kan.   Kaninchen 
kb   Kilobasen 
kDa    Kilodalton 
KE   Kletteinheiten 
lacZ   Gen für β-Galaktosidase 
MAK   monoklonaler Antikörper 
MOI   “multiplicity of infection” 
MQ-H2O  Millipore-Wasser 
MWB   “modified Welshimer´s broth” 
ODx   optische Dichte bei x nm 
ori   Replikationsursprung 
P   Promotor 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PAK   polyklonaler Antikörper 
p.i.   “post infection” , nach Infektion 
PCR   „Polymerase chain reaction“ Polymerase-Kettenreaktion 
PIPES   Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfon-säure) 
Pfu   Pyrococcus furiosus 
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poly A   Polyadenylierungssignal 
rep   Replikationsprotein 
rpm   „rounds per minute“, Umdrehungen pro Minute 
RNA   Ribonukleinsäure 
RT   Raumtemperatur 
SD/SA   “Splice donor/ splice acceptor” 
SDS   Natrium-dodecylsulfat 
ssDNA   einzelsträngige DNA 
Sv   Serovar 
SV40   Simian Virus 40 
Tab.   Tabelle 
Taq   Thermus aquaticus 
Tc   Tetracyclin 
tet   Tetracyclin-Resistenz-Gen  
Tris   Tris-(hydroxy- ethyl)-aminomethan 
TRITC   Tetramethylrhodamin- isothiocyanat 
tRNA   Transfer-Ribonukleinsäure 
TrpRS   Tryptophanyl-tRNA-Synthetase 
trpS   Gen für Tryptophanyl-tRNA-Synthetase 
VT   Volumenteil 
Wt   Wildtyp 
xR   Resistenz gegen x 
MWB   „modified Welshimer´s broth“ 
TEM   Transmissions-Elektronenmikroskopie 
REM   Raster-Elektronenmikroskopie 
ECL   „enhanced chemiluminescence“, verstärkte Chemoluminiszenz 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
FKS   Fötales Kälberserum 
RPMI   „Rosewell Park Memorial Institute“ 
MAK   monoklonaler Antikörper 
U   „units“, Einheiten 
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9. ANHANG 
 
 
 
Umrechnungen für Proteine:  1000 bp = 37 kDa  
 
Berechnung der Proteinkonzentation c: c (mg / ml) = Molekulargewicht x E280 
                Extinktionskoeffizient 
 
 
Umrechnung von Oligonukleotiden: µg / ml x 1000     = pmol / µl 
     309 x Oligolänge 
 
Konzentrationsbestimmung für RNA: 1 OD260  = 40 µl / ml RNA 
 
Konzentrationsbestimmung für DNA: 1 OD260  = 50 µl / ml RNA 
 
-6 Verdünnung bedeutet:   Verdünnungsfaktor 10-6 
           
 
Bestimmung der Bakteriengeneration:     Nt =N02n,   
 
      Nt = Anzahl der Bakterien zu einem best.  
              Zeitpunkt 
n = log Nt – log N0    N0 = Anzahl der Bakterien zu Versuchsbeginn  
                log 2                            n = Zahl der Generationen 
 
 
Variationskoeffizient (VK)   VK = Standardabweichung (Stichprobe) / 
       arithmetrischens Mittel 
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