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Rho   Ras homology 
Rho GDI  guanine nucleotide dissociation inhibitor 
rpm   Umdrehungen pro Minute 
RPMI   Roswell Park Memorial Institute 
RT   Raumtemperatur 
s.   siehe 
S.   Salmonella, Shigella 
SAP   Shrimp Alkalische Phosphatase 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
s.o.   siehe oben 
s.u.   siehe unten 
sek   Sekunde 
Sm   Streptomycin 
Sp   Spectinomycin 
sp.   Species 
Syc   Specific Yop chaperone 
Tab.   Tabelle 
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
TCA   Trichloressigsäure 
TEMED  N,N,N`,N`-Tetramethylendiamin 
Tet   Tetracyclin 

TNFa   Tumornekrosefaktor-alpha 
Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TRITC   Tetramethyl-Rhodamin-isothiocyanat 
T3SS   TypIII-Sekretionssystem 
U   Unit (Einheit der Enzymaktivität) 
u.a.   unter anderem 
üN   über Nacht 
ÜK   Übernachtkultur 
usw.   und so weiter 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
v.a.   vor allem 
Vol.   Volumen, Volumina 
(v/v)   Volumen pro Volumen 
W   Watt 
WHO   Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation) 
Y.   Yersinia 
YadA   Yersinia Adhäsin A 
Ybt   Yersiniabaktin  
Yop   Yersinia outer protein  
Ysc   Yop secretion 
z.B.   zum Beispiel 
z.T.   zum Teil 
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A. EINLEITUNG 

A.1 Infektionskrankheiten  

Infektionskrankheiten werden durch pathogene Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren, 

Parasiten oder Pilze, verursacht. Die Infektion kann entweder direkt (z.B. über Niesen, 

Husten oder Muttermilch) oder indirekt (über kontaminierte Lebensmittel und Geräte, oder 

über Vektoren, wie z.B. Mücken), von Mensch zu Mensch übertragen werden. Zoonosen 

sind Infektionskrankheiten der Tiere, an denen ï nach einer Übertragung ï auch Menschen 

erkranken können (Zooanthroponosen). 

Obwohl es eine immens große Artenvielfalt an Mikroorganismen auf der Erde gibt, sind es 

vergleichsweise nur wenige pathogene Arten, die für Menschen und Tiere Krankheits-

erregend und sogar tödlich sein können. Diese pathogenen Mikroorganismen verursachen 

Infektions- und Parasitenerkrankungen, die laut der WHO (ĂWorld Health Organisationñ) auf 

Platz 2 der Liste der weltweit häufigsten Todesursachen rangieren (aus Ăthe global burden of 

disease - 2004 updateñ). Die WHO berichtet, dass in Entwicklungsländern mit geringem 

Einkommen und niedrigem Hygienestandard, wie z.B. in Afrika, diese Infektionskrankheiten 

sogar Todesursache Nummer 1 sind. 90 Prozent aller Todesfälle, die weltweit pro Jahr zu 

verzeichnen sind und die mit Infektionskrankheiten im Zusammenhang stehen, gehen auf 

nur fünf Erkrankungen zurück: Atemwegsinfektionen (4.2 Mio.), Durchfallerkrankungen 

(2.2 Mio.), HIV/Aids (2.0 Mio.), Tuberkulose (1.5 Mio.) und Malaria (0.9 Mio.) (Daten aus dem 

WHO-Bericht von 2004). 

 

Eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten, die bis ins späte 19. Jahrhundert grassiert hat 

und sich wiederholt in schweren Seuchenzügen über ganz Europa und Asien ausgebreitet 

hat, ist die Pest. Bei einer der drei großen Pestepidemien, die 1347 bis 1351 Europa 

heimsuchte, kostete sie 25 Millionen Menschen das Leben. Das sind etwa ein Drittel der 

gesamten damaligen Bevölkerung (Perry and Fetherston, 1997). Die Pest (lat. pestis für 

Seuche, Unglück, Verderben) entvölkerte auf diese Weise, neben lokalen Ausbrüchen, zum 

Teil ganze Landstriche.  

Die heutige Verbreitung der Pest hingegen wird nur noch aus den Vorkommen pestinfizierter, 

wildlebender Nager wie Murmeltiere und Erdhörnchen (weniger durch Haus- und Wander-

ratten) verursacht. Diese finden sich in Zentralasien, in Ost- und Zentralafrika, in Südamerika 

und in den Rocky Mountains der USA (Perry and Fetherston, 1997; McDonald et al., 2003). 

Aus diesem Grund sollte beachtet werden, dass bestimmte Tiere immer noch ein potentielles 



A.  EINLEITUNG 

2 

Risiko darstellen und bei einem Ungleichgewicht zu Lasten der Hygienebedingungen, die 

vermeintlich ausgerottete ĂSeucheñ zu einer realen Bedrohung werden könnte. Zum Beispiel 

fielen in West-Indien noch Ende des 20. Jahrhunderts tausende Menschen der Pest zum 

Opfer (Perry and Fetherston, 1997). In Madagaskar werden regelmäßig Ausbrüche registriert 

(Chanteau et al., 1998; Rahalison et al., 2003), wie z.B. im Jahr 2008 (Süddeutsche Zeitung, 

http://www.sueddeutsche.de/panorama/712/429465/text/), und aus dem Kongo wurden im 

Jahr 2006 mindestens 42 Todesfälle und mehr als 1000 Pest-Erkrankungen gemeldet. Diese 

Meldungen am Beispiel der Pest zeigen, dass Infektionskrankheiten eine ernst zu nehmende 

Herausforderung für das Gesundheitswesen darstellen.  

 

Vor diesem Hintergrund und aufgrund der Entstehung und Verbreitung Antibiotika-resistenter 

Erreger (Begon et al., 2009) sowie der zunehmenden globalen Bevölkerungsmobilität, dank 

der heutigen modernen Transportmittel, ist es mehr denn je wichtiger, nicht nur die 

Übertragungswege der pathogenen Mikroorganismen, sondern auch ihre Infektions- und 

Pathogenitätsmechanismen zu erforschen, um effektive Strategien zum Schutz und zur 

Behandlung der Menschen gegen Krankheitserreger zu finden. 

A.2 Enteropathogene Erreger  

In einem gesunden Organismus und unter normalen physiologischen Umständen besteht ein 

ökologisches Gleichgewicht zwischen der mikrobiologischen Flora (z.B. Haut- und 

Darmflora) und dem Wirt. Dieses Gleichgewicht basiert auf einer ausgewogenen Menge an 

kommensalen Mikroorganismen und dem intakten physiologischen Habitat im Körper (z.B. 

bronchiale und intestinale Mukosa) (Berg, 1999; Hooper et al., 2001; O'Hara and Shanahan, 

2006). Dabei kann die Mikroflora des Darmes viele günstige Effekte auf den Wirt haben 

(Roediger, 1980; Berg, 1999). Eine wichtige protektive Funktion der normalen 

physiologischen Darmflora ist das Besiedeln durch exogene Bakterien (z.B. durch 

kontaminierte Lebensmittel oder Wasser) zu verhindern (Klaasen et al., 1993; Bry et al., 

1996), was als Kolonisierungs-Resistenz bezeichnet wird (van der Waaij et al., 1971). Eine 

Störung der Mikroflora (z.B. durch Antibiotika) erhöht dramatisch die Prädisposition für 

enteritische Infektionen von invasiven, enteropathogenen Mikroorganismen, wie Escherichia, 

Salmonella, Shigella, Campylobacter oder Yersinia. Dabei werden die enteropathogenen 

Erreger meist durch kontaminierte Nahrungsmittel oder Wasser durch mangelnde Hygiene 

verbreitet. In Deutschland gehören die oben genannten enteropathogenen Mikroorganismen 

zu den meldepflichtigen Krankheitserregern des Infektionsschutzgesetzes (§6 bzw. §7). In 



A.  EINLEITUNG 

3 

Tab. 1 wird die Anzahl der gemeldeten Infektionskrankheiten, ausgelöst durch invasive 

enteropathogene Erreger, der letzten beiden Jahre in Deutschland angegeben. Die Anzahl 

der wirklichen Fälle, ist wahrscheinlich um ein 10-faches höher als die, die durch das Robert 

Koch Institut (RKI) registriert wird. 

Tab. 1: Anzahl gemeldeter Infektionen in Deutschland (RKI: Infektionsepidemiologisches Jahrbuch) 

Erreger 
Anzahl der gemeldeten Erkrankungen 

2008                            2009 
 

Hersteller 

Campylobacter-Enteritis 64.742 62.789 

Salmonellose 42.921 31.397 

E. coli-Enteritis 7.002 6.224 

Yersiniose 4.352 3.731 

Shigellose 574 617 

A.3 Die Gattung Yersini a 

Während der letzten großen Pestpandemie Ende des 19. Jahrhunderts, gelang es dem 

schweizerisch-französischen Arzt und Bakteriologen, Alexandre John Yersin, 1894 in 

Hongkong den Pesterreger aus befallenen Lymphknoten (Bubonen) von Pesttoten zu 

isolieren und die erste Reinkultur anzuzüchten (Yersin, 1994; Perry and Fetherston, 1997). 

Ursprünglich als Pasteurella pestis bezeichnet, schlug Frederiksen 1964 aufgrund der 

Ergebnisse biochemischer Vergleichsstudien an verschiedenen Stämmen, die Schaffung 

einer eigenen Gattung vor, die dem Entdecker zu Ehren ĂYersiniañ genannt wurde 

(Frederiksen, 1964). 1974 wurde diese in der Familie der Enterobacteriaceae eingeordnet, 

zu der auch Escherichia, Salmonella und Shigella gehören. Die Gattung Yersinia umfasst 

acht apathogene Yersinia-Arten, die früher als Y. enterocolitica-ähnliche Bakterien 

bezeichnet wurden, und drei humanpathogene Arten (s. Tab. 2), die sowohl für Menschen 

als auch für Tiere von Bedeutung sind (Brenner, 1979; Cornelis et al., 1987a).  

Tab. 2: Übersicht über bekannte Yersinia-Arten 

Humanpathogene Arten Apathogene Arten 

Yersinia pestis 

Yersinia enterocolitica 

Yersinia pseudotuberculosis 

Yersinia aldovae 

Yersinia bercovieri 

Yersinia frederiksenii 

Yersinia intermedia 

Yersinia kristensenii 

Yersinia mollaretii 

Yersinia rohdei 

Yersinia ruckeri 

 

Pathogene Yersinien dringen in eukaryotische Wirtszellen ein, überleben und vermehren 

sich aber im Wirt extrazellulär, im Gegensatz zu den intrazellulären Shigellen und 

Salmonellen. 
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Allen pathogenen Yersinia-Arten ist das Vorhandensein eines Virulenzplasmids gemein, das 

essentiell für die Pathogenität ist. Dieses sogenannte pYV-Plasmid (Yersinia Virulence) 

kodiert für eine Vielzahl von Virulenzfaktoren (Cornelis et al., 1989; Straley et al., 1993). 

Pathogene Yersinien unterscheiden sich von apathogenen durch den Besitz dieses 

Plasmids, welches unter den humanpathogenen Yersinien konserviert ist.  

Im Wesentlichen werden von dem pYV-Plasmid, Gene für zwei wichtige Proteinklassen 

exprimiert, die Yersinia dazu befähigt, Immunabwehrmechanismen (professionelle 

Phagozytose, Komplementlyse u.a.) zu unterlaufen und sich im Gewebe extrazellulär 

vermehren zu können. Zum einen handelt es sich um Proteine, die den TypIII-Sekretions- 

und Translokationsapparat (T3SS) aufbauen und somit die Sekretion und Translokation der 

zweiten Gruppe von Proteinen, sogenannte Effektorproteine, in die Wirtszelle ermöglichen, 

welche dort zelluläre Signalkaskaden modulieren (Cornelis, 1998). 

 

Der Erreger der Pest (Y. pestis) wird bei der klassischen Infektion durch den Biss des 

Rattenflohs (Xenopsylla cheopis) übertragen (Cavanaugh, 1971). Die Vermehrung der 

Keime findet in den regionären Lymphknoten statt und führt zur Ausbildung sogenannter 

Bubonen (gr. bubon = Unterleib; bezeichnet ursprünglich die entzündliche Schwellung von 

Leistenlymphknoten) mit dem klinischen Bild der Beulenpest. Von diesen Herden kann der 

Erreger in den Blutkreislauf gelangen, was eine Bakteriämie verursacht. Das Fortschreiten 

der Infektion führt zu einem Organbefall (z.B. Leber und Milz). Eine Besiedelung der Erreger 

kann auch in der Lunge erfolgen, was zur Lungenpest führt und somit eine Übertragung 

durch hoch infektiöse Tröpfchen ermöglicht.  

 

Neben Y. pestis, als dem Erreger der Beulen- oder Lungenpest, sind auch die beiden 

enteropathogenen Arten Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, typische Zoonose-

erreger, die in der Natur und vor allem in tierischen Reservoirs weit verbreitet sind. Dabei 

haben letztere als Krankheitserreger erst in den letzten 30 Jahren zunehmend an Bedeutung 

gewonnen. Y. pseudotuberculosis ist primär ein tierischer Erreger, der bei Nagetieren eine 

Pseudotuberkulose hervorruft, und im Gegensatz zu Y. enterocolitica selten beim Menschen 

nachgewiesen wird. 
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A.4 Yersinia  enterocolitica  

A.4.1 Eigenschaften und Vorkommen 

Y. enterocolitica ist ein pleomorphes, gram-negatives Stäbchen, das ubiquitär verbreitet ist. 

Die optimale Wachstumstemperatur liegt zwischen 27°C und 30°C. Sie können sich jedoch 

aufgrund ihrer Psychrotoleranz auch in einem Temperaturbereich von 4°C bis 43°C fakultativ 

aerob vermehren. Im Unterschied zu Y. pestis sind die enteropathogenen Yersinien unter 

Anzuchtbedingung unter 30°C, peritrich begeißelt und beweglich (Miller et al., 1988).  

Die Spezies Y. enterocolitica ist heterogen und umfasst pathogene und apathogene 

Varianten, die biochemisch und serologisch differenziert werden. Anhand ihrer 

unterschiedlichen Fähigkeiten, bestimmte Stoffe zu verstoffwechseln (Verstoffwechselung 

verschiedener Zucker, Decarboxylierung von Ornithin, Citratverwertung, Voges-Proskauer-

Reaktion und Indolbildung) kann eine Differenzierung in sechs Biotypen vorgenommen 

werden: 1A, 1B, 2, 3, 4 und 5 (Wauters et al., 1987), wobei der Biotyp 1A lange Zeit als 

apathogen galt, inzwischen aber zunehmend auch als Enteritis-Erreger erkannt wird 

(Burnens et al., 1996). Dem Biotyp 1B werden humanpathogene Stämme, die vor allem in 

den USA auftreten, zugeordnet. Die anderen vier, in Europa vorkommende pathogene 

Stämme, sind in der Regel den Biotypen 2, 3, 4 und 5 zuzuordnen. Innerhalb der Biotypen 

von Y. enterocolitica existieren zahlreiche Serotypen, welche überwiegend anhand der O-

Antigene (Bestandteil der Lipopolysaccharide (LPS) der Bakterienmembran) unterteilt 

werden. Bisher wurden bei Y. enterocolitica 28 Serotypen identifiziert, die sich durch eine 

unterschiedliche Zusammensetzung der Lipopolysaccharide unterscheiden (Aleksic and 

Bockemuhl, 1990). Das Vorkommen der Serogruppen kann geographisch eingeteilt werden. 

Während in Europa vorwiegend Infektionen mit den Serotypen O:3, O:5,27 und O:9 

beobachtet werden (Calos and Miller, 1980), sind in den USA vornehmlich die Serotypen 

O:4,32 O:8, O:13, O:20 und O:21 vorzufinden (Bottone, 1977). Der in Deutschland 

vorherrschende Serotyp O:3 konnte lange Zeit nur in Europa nachgewiesen werden. 

Inzwischen wurde aber eine starke Zunahme des Serotyps O:3 auch in den USA festgestellt 

(Lee et al., 1990; Bissett et al., 1990; Blumberg et al., 1991). Y. enterocolitica O:8 Biovar 1B 

ist in den USA endemisch und wird dort häufig als Erreger intestinaler Yersiniosen 

nachgewiesen. Dieser ist für die Maus virulenter als Serovar O:3 (Heesemann, 2001). Dabei 

ist zu erwähnen, dass die O-Antigene nicht Spezies-spezifisch sind, d.h. sie können bei 
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verschiedenen Yersinia-Arten vorkommen. Deshalb sollte die Pathogenität von Isolaten 

immer auf dem Serotyp und dem Biotyp basieren (Aleksic, 1995). 

A.4.2 Verbreitung und klinisches Bild der Yersiniose 

Obwohl beide enteropathogene Yersinia-Arten vor allem über kontaminierte Lebensmittel 

übertragen werden und deshalb als Lebensmittelinfektion verursachende Bakterien (engl.: 

"foodborne"-bacteria) bezeichnet werden, ist die Prävalenz von Y. enterocolitica um ein 

vielfaches höher als die von Y. pseudotuberculosis. Die Infektion von Mensch und Tier durch 

Yersinia enterocolitica erfolgt überwiegend oral-alimentär und wird, neben verunreinigtem 

Wasser oder Milch (Cover and Aber, 1989; Aleksic and Bockemuhl, 1990) primär durch 

kontaminiertes Schweinefleisch bzw. -zungen und -innereien (Tauxe et al., 1987; 

Fredriksson-Ahomaa et al., 2001), verursacht. Auch über infizierte Blutkonserven können die 

Keime indirekt übertragen werden und eine Yersinien-Sepsis verursachen, die weitaus 

gefährlicher als die alimentäre Form sein kann (Jacobs et al., 1989; Aber, 1990). Eine direkte 

Übertragung von Mensch zu Mensch ist ebenfalls möglich (Strobel et al., 2000). Nach 7 bis 

10 Tagen Inkubationszeit kommt es zu dem klinischen Bild der Yersiniose (Hoogkamp-

Korstanje and de, 1990; Bottone, 1997). Diese kann sich in verschiedenen Symptomen 

äußern, wie akute Enteritis (Bauchschmerzen, Fieber, wässriger Durchfall, Erbrechen u.a.), 

Pseudoappendizitis (auch mesenteriale Lymphadenitis genannt = Schwellung der 

Lymphknoten), Ileitis (ñPseudo-Crohnò = Dünndarmentzündung) und Enterokolitis 

(Entzündung des Dünn- und Dickdarms). In der Regel verläuft die Yersiniose meist 

selbstlimitierend, kann aber in seltenen Fällen bei Patienten mit einer Grunderkrankung (z.B. 

Diabetes mellitus, Leberzirrhose) zu septischen Infektionen mit Leberabszessen, 

Endokarditis oder Osteomyelitis (Knochenentzündung) führen (Rabson et al., 1975). Der 

schwere septikämische Verlauf wird vor allem bei Patienten mit einer Immunsuppression 

beschrieben. Als sekundäre immunpathologische Folgeerkrankungen können 

extraabdominale Symptome, wie Arthritis, Arthralgien (Gelenkschmerzen), und das 

Erythema nodosum sowie andere Hauterscheinungen beobachtet werden (Dequeker et al., 

1980). Die Yersiniose ist einer der häufigsten gastrointestinalen Erkrankungen in 

Deutschland und gehört seit 2001 nach §7 des Infektionsschutzgesetzes zu den 

meldepflichtigen Erkrankungen (s. Tab. 1).  
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A.5 Wirt -Erreger-Interaktionen  

Eine Infektion setzt eine Reihe von Mechanismen voraus, die ein Erreger an einer Wirtszelle 

durchführt. Das Anheften (Adhäsion) ist der erste Schritt, der das Eindringen (Invasion) 

ermöglicht, eine Ansiedlung (Kontamination) und Wachstum des Erregers nach sich zieht 

und letztendlich in einer Vermehrung und Ausbreitung (Organotropie) der Mikroorganismen 

in einem Makroorganismus mündet. Um dies alles bewerkstelligen zu können, haben 

pathogene Mikroorganismen zahlreiche Virulenzfaktoren, wie Adhäsine (Hagberg et al., 

1981; Hoiczyk et al., 2000), Invasionsfaktoren (Sansonetti et al., 1982; Kuhn and Goebel, 

1995), Effektorproteine (Menard et al., 1996; Galan, 1996; Cornelis and Wolf-Watz, 1997), 

Toxine (Pai and Mors, 1978; Guarino et al., 1987; Delor et al., 1990; Delor and Cornelis, 

1992) oder Eisentransportsysteme (Perry and Brubaker, 1979; Williams, 1979; Haag et al., 

1993), die es ihnen ermöglichen den Wirtsorganismus erfolgreich zu kolonisieren. 

A.6 Verteidigungsmechanismen des W irtes  

Das Immunsystem ist ein dynamisches und komplexes System, dass das Ziel verfolgt, den 

Wirtsorganismus von pathogenen Organismen und Krebszellen zu befreien (Lippolis, 2008). 

Die schädlichen Effekte mikrobieller Infektionen werden von einer Reihe von Verteidigungs-

mechanismen des Wirtes bekämpft. Dabei gibt es in höheren Vertebraten zwei Klassen von 

Verteidigungsstrategien: die angeborene und die erworbene Immunität (s. Abb. 1).  

Anders als die erworbene Abwehr, ist die angeborene eine phylogenetisch konservierte 

Immunität, die in allen mehrzelligen Organismen vorzufinden ist (Kabelitz and Medzhitov, 

2007). Sie ist kein einheitliches System, sondern ein Kollektiv von bestimmten Subsystemen 

und Barrieren, die verschiedene Funktionen in der Wirtsabwehr innehaben. Dazu zählen 

mechanische und physiologische Barrieren wie Haut und Mukosa, aber auch die 

zellvermittelte Gegenwehr durch Phagozytose (durch Makrophagen, Granulozyten und 

Monozyten). Dabei sind entzündliche Reaktionen (hervorgerufen durch Zytokine) genauso 

ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems, wie auch das Komplementsystem 

(zuständig für Inaktivierung und Opsonierung von Toxinen und Erregern), sowie die 

antimikrobiellen Proteine (wie Defensine, Cathelicidine und Lysozym). Damit stellt die 

angeborene Immunität die erste Verteidigungslinie gegen die Invasion von Erregern dar. 

Eine wesentliche Rolle bei der Erkennung von Erregern spielen dabei zellspezifische 

Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, sogenannte PRRs (Pattern Recognition 

Receptors), die hoch-konservierte Strukturen vieler Mikroorganismen, sog. PAMPs 

(Pathogen Associated Molecular Patterns) erkennen. Zu diesen Rezeptoren gehören u.a. C-
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Typ Lektin Rezeptoren (CLRs), sowie Toll-like Rezeptoren (TLRs). Diese erkennen Moleküle 

mikrobiellen Ursprungs, wie Lipopolysaccachride, Peptidoglykan, Lipoteichonsäuren und 

Zellwand-Lipoproteine sowie nicht-methylierte Cytidin-Guanin-Dinukleotide (CpG) in einem 

bestimmten Sequenzkontext mikrobieller DNA.  

Induktion der 

spezifischen Immunantwort

der angeborenen IA

Induktion der 

spezifischen Effektoren

der erworbenen IA

Stunden Tage

TLR

Indirekte (Antigen-spezifische)

Aktivierung durch T- Zellen und 

Antikörpern

Erkennung der PAMPs

durch PRRs

Verteidigungs-

mechanismen

der angeborenen IA

Auslösen von Signal-

stoffen

LPS nicht-methylierte DNALipoproteine

Phagozyt

CLR  

Zytokine Chemokine

IL-1ɓ TNFŬ IL-8

Makrophage

Mastzelle

Monozyt

NK-Zelle

Antikörper (AK)

B-Zelle

T-Zelle

Phagozytose

Opsonierung der

Erreger durch AK

Eliminierung von 

Erregern;

Immunologisches 

Gedächtnis

Radikale 

Aktivierung der Zellen 

der angeborenen IA

H2O2, NO-,

O2
-

Plasmazelle

 

Abb. 1: Aktivierung der Wirtsabwehr (mod. nach Medzhitov, 2007) 

Die Wirtsabwehr gegen pathogene Mikroorganismen erfordert eine Koordinierung von 
verschiedenen Immunabwehrwegen. Diese Wege werden ausgelöst durch das Erkennen von 
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) durch PPRs (Pattern Recognition Receptors) 
der angeborenen Immunabwehr (IA). Dies löst wiederum eine Entzündungsreaktion aus, wodurch 
Leukozyten an den Infektionsherd rekrutiert werden, die z.B. antimikrobielle Effektoren 
produzieren, um entweder direkt die pathogenen Erreger unschädlich zu machen oder die 
Immunantwort der erworbenen Immunabwehr (IA) induziert wird. Die T-Zellen und B-Zellen werden 
Antigen-spezifisch aktiviert. Plasmazellen produzieren Antikörper, die die Mikroorganismen oder 
ihre Toxine opsonieren und so zu deren Inaktivierung führen. 

Im Gegensatz zur angeborenen Immunität wird die erworbene Immunität durch Antigen-

Rezeptoren vermittelt, die in einer klonalen Vielfalt auf T und B-Lymphozyten verteilt sind (B-

Zell Rezeptoren und T-Zell Rezeptoren), um auf die ständige Variabilität der Pathogene 

reagieren zu können. Außerdem bildet das adaptive Immunsystem die Grundlage für das 

immunologische Langzeit-Gedächtnis. Die adaptive Abwehr ist die spezifische Antwort auf 

ein Antigen, das in den meisten Fällen erst durch Zellen der angeborenen Immunabwehr 

(wie Makrophagen und DCs) prozessiert und präsentiert werden soll. Aktivierte T-Helfer-
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Zellen stimulieren ihrerseits die Phagozytose- und Antigenpräsentationsaktivitäten der 

Makrophagen und dendritischer Zellen (DCs). Desweiteren opsonieren die von 

Plasmazellen-produzierten Antikörper die Erreger und erleichtern damit die Phagozytose 

durch Makrophagen. Damit bedingen sich beide Arme des Immunsystems (s. Abb. 1). 

Erst durch ein gut koordiniertes Zusammenspiel der angeborenen und adaptiven 

Immunabwehr wird eine effektive Immunreaktion des Körpers ermöglicht (Borghans et al., 

1999). Dabei ist ein optimales Gleichgewicht zwischen der Sensitivität und der Intensität der 

Immunantwort wichtig, um eine spezifische und gerichtete Eliminierung von gefährlichen 

Mikroorganismen und Krebszellen zu ermöglichen, ohne dabei eigene Zellen oder Gewebe 

zu schädigen (Krishnamoorthy and Honn, 2006). 

A.7 Evasionsmechanismen der Erreger  

Um die Wirtsabwehr zu überwinden und eine lokal begrenzte Vermehrung oder eine 

systemische Ausbreitung im Wirt zu ermöglichen, haben pathogene Bakterien eine Vielzahl 

von Virulenzfaktoren evolviert, die in die Umgebung abgegeben oder in die Wirtszelle injiziert 

werden. Viele Virulenzfaktoren sind oft auf mobilen genetischen Elementen kodiert, wie 

Plasmide und genomische Inseln, um innerhalb oder zwischen verschiedenen Bakterien-

Arten übertragen werden zu können (Hacker and Carniel, 2001). Je nach Nische, die 

pathogene Erreger besiedeln, haben Virulenzfaktoren eine breite Angriffspalette: 

Durchdringen der Oberflächenepithelien, Anlagern an Zelloberflächen und/oder der 

extrazellulären Matrix, Eindringen in intrazelluläre Kompartimente, Beschaffung von Eisen, 

Umgehung von Wirts-Abwehrmechanismen und die Übertragung auf einen anderen Wirt 

(Finlay and Falkow, 1997). Dies wird ermöglicht u.a. durch Toxine, hydrolytische Enzyme, 

extrazelluläre Polysaccharide, Pili, Adhäsine und andere Oberflächenstrukturen, sowie 

Sekretions- und Translokationssysteme, welche spezielle Effektorproteine direkt in die 

Wirtszelle befördern. In Abb. 2 werden Virulenzfaktoren von Y. enterocolitica dargestellt, die 

für die Pathogenität essentiell sind. Auf einige dieser Virulenzfaktoren wird im folgenden 

Kapitel noch näher eingegangen. 
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Abb. 2: Übersichtsabbildung der chromosomal und plasmidkodierten Virulenzfaktoren von 
Y. enterocolitica und ihre Angriffsziele 

Die chromosomal kodierten Virulenzfaktoren sind: Invasin (Inv), das Enterotoxin Yst, Ail 
(Attachment invasion locus) und das Siderophor Yersiniabaktin. Die pYV-Plasmid kodierten 
Virulenzfaktoren sind: das Yersinia Adhäsin YadA und die Yops (Yersinia outer proteins). Alle 
zusammen tragen zur Pathogenität von Y. enterocolitica bei (siehe Details im Text). 

A.7.1 Protein-Sekretionssysteme gram-negativer Bakterien 

Bakterien benutzen verschiedene Sekretionssysteme, um Proteine aus ihrem Zytoplasma in 

den extrazellulären Raum zu transportieren, in ihre Plasmamembran oder in die der 

Wirtszelle zu integrieren oder aber direkt ins Zytoplasma der Wirtszelle zu injizieren. Bei 

gram-negativen Bakterien müssen zwei Membranen (innere und äußere Membran) 

überwunden werden, um Substrate vom Zytoplasma nach außen zu befördern. Dabei kann 

der Sekretionsprozess in einem Schritt oder in zwei Schritten ablaufen. Im letzteren Fall 

können zwei Sekretionssysteme an dem Transport beteiligt sein, wobei das eine die 

Substrate ins Periplasma transportiert (über das Secretion (Sec)-System oder das Twin-

Arginine Translocation (TAT)-Sekretionssystem), und das andere die Substrate schließlich 

über die äußere Membran in die extrazelluläre Umgebung oder direkt in die Zielzelle 

befördert. 

Aufgrund ihrer Funktion und Transportwege werden in gram-negativen Bakterien mindestens 

sechs Hauptgruppen bakterieller Sekretionssysteme unterschieden (s. Abb. 3). Vier dieser 

Sekretionssysteme (TypII-, TypIV-, TypV- und Chaperone/Usher-Sekretionssysteme) stellen 

ein terminales Glied eines sogenannten generellen Sekretionsweges (GSP: General 
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Secretion Pathway) dar, bei dem der Transport über die innere Membran ins Periplasma 

vom Sec-System vollzogen wird (s. Abb. 3) (Henderson and Nataro, 2001; Sandkvist, 2001; 

Holland, 2004; Kostakioti et al., 2005; Thanassi et al., 2005). 

 

Obwohl gram-positive Bakterien nur eine Membran besitzen, haben einige Spezies, 

namentlich die Mykobakterien eine Zellwand, die aus wachsartigen Substanzen und 

Mykolsäuren besteht. Aus diesem Grund kodieren die Genome dieser Bakterien-Spezies 

spezielle Sekretionssysteme, die in TypVII-Sekretionssysteme zusammengefasst werden 

(Abdallah et al., 2007). In gram-positiven Bakterien und in Archaea werden das Sec- und das 

TAT-System dafür benutzt, um die Proteine über eine Plasmamembran zu sezernieren 

(Albers et al., 2006), während in gram-negativen Bakterien die beiden Systeme für den 

Proteinexport in das Periplasma verantwortlich sind.  

TypIIITypITypIV
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Abb. 3: Darstellung der Protein-Sekretionssysteme gram-negativer Bakterien (mod. nach 
Desvaux, 2004) 

Drei der sechs Hauptgruppen bakterieller Sekretionssysteme (TypII, TypIV und TypV) sind 
abhängig vom Sec-System, welches Proteine über die innere Membran transportiert. Eine ähnliche 
Funktion kommt dem TAT-System zu, das vom T2SS benutzt wird. Die Sekretion von Proteinen 
durch das TypIV-System kann auch in vielen Fällen Sec-unabhängig erfolgen. In einigen Bakterien 
erfolgt der Transport für bestimmte Substrate über T1SS auch Sec-abhängig. Das komplexe TypIII-
Sekretionssystem von pathogenen Bakterien transloziert hauptsächlich Effektorproteine direkt in 
die Wirtszelle. Das TypVI-Sekretionssystem ist noch weitgehend unerforscht. (Abkürzungen: ÄM: 
äußere bakterielle Membran; IM: innere bakterielle Membran; PM: Plasmamembran der Wirtszelle; 
TU: translocation unit; ABC: ATP-binding cassette protein; MFP: membrane fusion protein; OMP: 
outer membrane channel-forming protein). Weitere Details sind dem Text zu entnehmen. 

Im folgenden Kapitel werden die Sekretionssysteme der gram-negativen Bakterien im 

Einzelnen beschrieben. 
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A.7.1.1 TypI-Sekretionssystem (T1SS) 

Das TypI-Sekretionssystem kann in einem Sec-unabhängigen Mechanismus Toxine, 

Proteasen und Lipasen sekretieren (Holland et al., 2005), was z.B. in 

Pasteurella haemolityca und in Pseudomonas aeruginosa beschrieben wurde (Hueck, 1998). 

Es besteht aus drei Komponenten: einem ABC-Protein (ATP-Binding Cassette protein), dem 

MFP (Membrane Fusion Protein) und dem OMP (Outer Membrane channel-forming Protein) 

(Delepelaire, 2004; Holland et al., 2005) (s. Abb. 3). Das MFP verbindet das OMP mit dem 

ABC und bildet einen transperiplasmatischen Kanal, der die äußere Membran durchdringt 

(Thanassi and Hultgren, 2000; Holland et al., 2005). Damit wird der Transport über beide 

Membranen in einem Schritt ermöglicht (Holland et al., 2005). Der TypI-Apparat ist ein rein 

sekretorisches System, bei dem die sekretierten Enzyme in den extrazellulären Raum 

transportiert werden. Der TolC-HlyD-HlyB-Komplex der uropathogenen E. coli ist ein gut 

beschriebenes Beispiel für das T1SS. Dabei wird das hämolytische Toxin, HlyA, sekretiert 

(Uhlen et al., 2000). Kürzlich wurde auch eine Sec-abhängige TypI-Sekretion für Dispersin, 

einem Oberflächenprotein von enteroaggregativen E. coli (EAEC) beschrieben. Dispersin 

wird zunächst Sec-abhängig ins Periplasma transportiert, bevor es über die MFP- und OMP-

Komponenten des T1SS an die Bakterienoberfläche sekretiert wird (Nishi et al., 2003). 

A.7.1.2 TypII-Sekretionssystem (T2SS) 

Der Mechanismus des T2SS wurde anhand der Pullulanase (Pul)-Sekretion von Klebsiella 

oxytoca gut beschrieben und stellt einen Sec-abhängiger Mechanismus dar (s. Abb. 3). Er 

wurde als genereller Sekretionsweg (General Secretion Pathway, GSP) bezeichnet (Pugsley, 

1993), da er bei allen lebenden Organismen gefunden wurde und eine Vielzahl von 

Proteinen transportiert (Cao and Saier, Jr., 2003). Die über dieses System exportierten bzw. 

sekretierten Proteine besitzen eine N-terminale Signalsequenz, die während des Transportes 

über die Zytoplasmamembran von einer Signalpeptidase abgespalten wird. Danach faltet 

sich das Protein im Periplasma in seine aktive Form (Lee and Schneewind, 2001). Für den 

Transport von Proteinen über das TypII-Sekretionssystem sind neben Membranproteinen, 

eine an die Zytoplasmamembran assoziierte ATPase und Chaperone erforderlich (Sandkvist, 

2001). Die wichtigen Bestandteile des Sec-Systems wurden anhand der Translokase von 

E. coli identifiziert. Diese bestehen aus einem heterotrimeren Proteinkomplex (SecYEG), der 

in der inneren Membran integriert ist, der zytoplasmatischen ATPase (SecA) und einigen 

Hilfsproteinen (Benach et al., 2003). Virulenzfaktoren, die via T2SS sekretiert werden, sind 

z.B. das ADP-ribosylierende Toxin von E. coli oder das Choleratoxin von Vibrio cholerae 

(Cianciotto, 2005). 



A.  EINLEITUNG 

13 

A.7.1.3 TypIII-Sekretionssystem (T3SS) 

Die Transloaktion durch das TypIII-Sekretionssystem erfolgt Sec-unabhängig und erlaubt die 

Sekretion von zytoplasmatisch synthetisierten Proteinen in einem Schritt (ohne eine 

Zwischenstufe im Periplasma) über beide bakterielle Membranen (Hueck, 1998) (s. Abb. 3). 

Aber anders als das T1SS, das die Proteine nur in den extrazellulären Raum transportiert, 

transloziert das TypIII-Sekretionssystem darüber hinaus Virulenzfaktoren direkt in das 

Zytosol eukaryotischer Zellen (Tampakaki et al., 2004; Mota and Cornelis, 2005; Yip et al., 

2005; Cornelis, 2006). In den meisten Fällen sind die T3SS-Gene entweder auf 

Pathogenitätsinseln (z.B. SPI bei S. typhimurium) oder auf Plasmiden (z.B. Virulenzplasmid 

von S. flexneri und pathogener Yersinien) kodiert (Gophna et al., 2003). Die Maschinerie des 

T3SS wird als Injektisom bezeichnet und ist zu dem Flagellen-Syntheseapparat homolog, 

was auf einen gemeinsamen Ursprung schließen lässt (Nguyen et al., 2000; Cianciotto, 

2005; Cornelis, 2006). Der T3S-Apparat zeigt einen sehr komplexen Aufbau (schematisch 

anhand des Injektisoms von Yersinien in Abb. 3 gezeigt) und setzt sich aus mindestens 25 

verschiedenen Proteinuntereinheiten zusammen, wobei die meisten in der inneren Membran 

lokalisiert sind (Hueck, 1998; Cianciotto, 2005). Diese bilden eine Reihe von Basalringen, die 

die innere und äußere Membran durchspannen und in einer Art Injektionsnadel enden 

(Cornelis, 2006; Blocker et al., 2008). Der Mechanismus, mit dessen Hilfe die Substrate von 

dem T3S-Apparat erkannt werden ist immer noch nicht geklärt. Im Allgemeinen werden zwei 

mögliche Mechanismen vorgeschlagen: (1) Die Erkennung und Rekrutierung der T3SS-

Substrate nach ihrer Translation über ihre N-terminale Signalsequenz, oder (2) auf RNA-

Ebene während der Translation über mRNA-Signale (Ramamurthi and Schneewind, 2003a; 

Ramamurthi and Schneewind, 2003b). Wobei neuere Studien eher das erstere Modell 

favorisieren (Cornelis, 2002a; Karavolos et al., 2005). Ferner sind Chaperone beim 

Sekretionsprozess von vielen Effektorproteinen beteiligt. Diese dienen nicht nur zur Faltung 

bzw. Entfaltung der Effektoren, um durch den Sekretionsapparat passieren zu können, 

sondern könnten auch an der Erkennung der Effektoren als Substrat für den 

Sekretionsapparat beteiligt sein (Ghosh, 2004). Bei Shigella z.B. bilden die mxi- und spa-

Genprodukte einen TypIII-Sekretionsapparat, über den die ipa-Genprodukte ins 

extrazelluläre Medium abgegeben werden (Bahrani et al., 1997). Dabei wird die 

Translokation von Ipa-Proteinen durch den Kontakt des Bakteriums mit Epithelzellen 

induziert (Menard et al., 1994; Watarai et al., 1995). Das T3SS von Yersinien wird in einem 

separaten Kapitel eingehend beschrieben. 
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A.7.1.4 TypIV-Sekretionssystem (T4SS) 

Im Vergleich zu anderen Sekretionssystemen ist das T4SS einzigartig in der Fähigkeit DNA 

zusammen mit Proteinen in Wirtszellen zu translozieren (Winans et al., 1996; Christie and 

Cascales, 2005). Dabei sind T4SS in der Lage, verschiedene DNA-Protein-Komplexe in 

anderen Bakterienzellen, in Hefe, Pflanzen oder in das externe Medium zu transportieren 

(Hamilton et al., 2005; Li et al., 2005). Das VirB-System der Agrobakterien (z.B. 

A. tumefaciens) besitzt die Fähigkeit, T-DNA in pflanzliche Zellen zu transferieren, was in 

einem krebsartigen Wachstum mündet. Dabei kann das IncQ Plasmid RSF1010 sowohl in 

pflanzliche als auch in andere bakterielle Zellen vermitteln (Bohne et al., 1998). Mehrere 

VirB-Proteine bilden hier einen großen Komplex, der das Periplasma durchspannt (s. Abb. 

3). Viele pathogene Organismen haben ein homologes VirB-Sekretionssystem, wie 

Heliobacter pylori (CAG, ComB), Pseudomonas aeruginosa (TraS/TraB), E. coli (Tra) und 

Bordetella pertussis (Ptl) (Finlay and Falkow, 1997; Fischer et al., 2002; Hubber et al., 2007). 

Obwohl diese Systeme funktionelle Ähnlichkeiten besitzen, haben sie nicht alle dieselbe 

Gen-Ausstattung (Saier, Jr., 2006). Der Export von DNA über das T4SS durch die VirB und 

Konjugationssysteme erfolgt meist in einem Schritt vom Zytoplasma in die Umwelt, während 

der Export des Pertussis-Toxins von B. pertussis, in zwei Schritten vollzogen wird (Winans et 

al., 1996). Nachdem das Protein über die innere Membran mittels Sec-System transportiert 

wurde, faltet es sich im Periplasma und gelangt dann über den TypIV-Komplex und dem 

äußeren Pilus nach außen. 

A.7.1.5 TypV-Sekretionssystem (T5SS) 

Eine sehr große Anzahl von Proteinen werden über den TypV-Sekretionsmechanismus 

sekretiert (Henderson et al., 1998; Jacob-Dubuisson et al., 2004; Dautin and Bernstein, 

2007). Die meisten sekretierten Proteine sind Virulenzfaktoren von pathogenen Erregern 

(Henderson et al., 2004). Da die Substrate in den meisten Fällen ihren eigenen Transport 

bewerkstelligen, wurden sie als Autotransporter bezeichnet. Sie zeichnen sich durch vier 

gemeinsame Charakteristika aus: einer Signalsequenz am N-Terminus, einer Passagier-

Domäne, einer Binder-Region (linker) und der C-terminalen ɓ-Domäne (Henderson et al., 

1998). Die Signalsequenz dient der Erkennung durch das Sec-System, welches das Protein 

(Autotransporter) ins Periplasma transportiert (s. Abb. 3). Anschließend wird die Signal-

sequenz abgespalten und die ɓ-Domäne baut sich in die äußere Membran ein und bildet ɓ-

Barrel-Strukturen (TU= translocation unit), die eine Pore formen. Durch die Pore wird nun die 

Passagier-Domäne geschleust und gelangt so an die Oberfläche des Bakteriums 
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(Henderson et al., 1998; Henderson et al., 2004). Proteine, die über das T5SS sekretiert 

werden, sind Adhäsine, wie das AIDA-I und Ag43 von E. coli, Hia von 

Haemophilus influenzae oder das YadA von Y. enterocolitica. Toxine, wie das VacA von 

H. pylori und Proteasen wie das IgA von Neisseria gonorrheae werden ebenfalls von dem 

Autotransporter in den extrazellulären Raum befördert.  

A.7.1.6 TypVI-Sekretionssystem (T6SS) 

Als letztes wurde die T6SS-Maschinerie beschrieben, dass auch ein Injektisom ausbildet 

(Pukatzki et al., 2007) mit dem es, wie die T3S- und T4S-Apparate, Effektorproteine direkt in 

das Zytoplasma von Wirtszellen injizieren kann (Bingle et al., 2008; Shrivastava and Mande, 

2008; Cascales, 2008; Filloux et al., 2008) (s. Abb. 3). Bevor es im Jahr 2006 als 

Sekretionssystem erkannt wurde, wurde es auf Pathogenitätsinseln von gram-negativen 

Bakterien identifiziert. Es stellte sich heraus, dass mehr als ¼ der sequenzierten bakteriellen 

Genome Gene für das T6SS enthalten. Das TypVI-Sekretionssystem wird für die Virulenz für 

Humanpathogene, wie V. cholerae und P. aeruginosa (Ma et al., 2009), als auch für 

Pflanzenpathogene, wie Pectobacterium atrosepticum und A. tumefaciens, benötigt (Liu et 

al., 2008; Wu et al., 2008). Der erste Nachweis, dass T6SS lösliche Effektorproteine 

sekretiert, lieferten Arbeiten an dem Pflanzenerreger Rhizobium leguminosarum. Demnach 

benutzen diese Bakterien das T6SS, um das Protein RbsB zu sekretieren (Bladergroen et 

al., 2003). In zahlreichen gram-negativen Bakterien, die das T6SS besitzen, konnten 

homologe Proteine zu RbsB identifiziert werden, wie z.B. in einigen Vibrio-Spezies, in 

A. tumefaciens und Aeromonas hydrophila (Pukatzki et al., 2009). Dabei sind RbsB-Proteine 

in verschiedenen biologischen Prozessen involviert, wie Stickstoff-Fixierung, Ribose-

Aufnahme und Chemotaxis (Pukatzki et al., 2009). 

A.7.1.7 Chaperon/Usher-Sekretionssystem 

Das Chaperon/Usher-Sekretionssystem ist ein terminaler Zweig des generellen Sekretions-

weges (GSP) (s. Abb. 3). Es spielt eine wichtige Rolle bei der Biogenese von Fimbrien (Pili) 

in Bakterien, wie z.B. die P- und Typ1-Pili von pathogenen E. coli. Das Operon, welches für 

die Fimbrienbiogenese kodiert, enthält auch Gene für spezifische Chaperone und sog. 

ĂUsherñ-Proteine (engl. für ĂPlatzanweiser-Proteineñ). Diese ĂUsherñ-Proteine enthalten eine 

zentrale Domäne, die als ɓ-Stränge in die äußere Membran inseriert sind und eine Pore 

bilden. Mittels des Sec-Systems werden nun die Pili-Untereinheiten durch die innere 

Membran transportiert. Im Periplasma angelangt werden sie von ihren spezifischen 

Chaperonen gebunden, welche die frühzeitige Assemblierung der Pili im Periplasma 



A.  EINLEITUNG 

16 

verhindert. Die anschließende Interaktion zwischen den Chaperonen und ĂUsherñ-Proteinen 

führt zur Freisetzung der Pili-Untereinheiten, die durch die Poren-bildenden ĂUsherñ-Proteine 

an die Bakterienoberfläche gelangen, wo sie schließlich zu gereiften Pili assemblieren 

(Thanassi et al., 1998; Thanassi and Hultgren, 2000; Sauer et al., 2004; Saier, Jr., 2006).  

A.7.1.8 Twin-Arginine-System (TAT) 

Neben dem Sec-System, ermöglicht das sog. TAT-System (Twin-Arginine Translocation) 

einen alternativen Mechanismus für den Transport von Proteinen ins Periplasma (Muller, 

2005) (s. Abb. 3). Aber im Unterschied zum Sec-System, welches auf Proteine mit einer sehr 

geringen Strukturierung beschränkt ist (Pugsley, 1993), vermag das TAT-System vollständig 

gefaltete Proteine über die innere Membran zu transportieren (Berks et al., 2005). Die 

Maschinerie der TAT-Sekretion erkennt ein konserviertes und für den Transport wichtiges 

Sequenzmotiv, das namengebende Ătwinarginineñ-Motiv (S-R-R-x-F-L-K). In der Regel 

besteht es aus zwei benachbarten Arginin-Aminosäuren in der N-terminalen Region (Berks, 

1996; Brink et al., 1998; Buchanan et al., 2001; Hinsley et al., 2001). Außerdem transportiert 

das TAT-System nur mittels Protonengradienten gefaltete Proteine, während das Sec-

System zusätzlich zum Protonengradienten ATP hydrolysiert, um ungefaltete Proteine über 

die Zytoplasmamembran zu translozieren (Muller, 2005; Papanikou et al., 2007).  

A.8 Der TypIII -Sekretionsapparat bei Yersinia  

Der Ysc (Yop secretion)-Apparat der Yersinien ist aus 25 Proteinen, einschließlich der 

Regulatorproteine aufgebaut, die von den vier nebeneinander liegenden Operons virA, virB, 

virC und virG auf dem pYV-Plasmid (plasmid of Yersinia Virulence) kodiert werden. Er 

besteht, wie bei den Salmonellen (Kubori et al., 1998), aus einem zylinderartigen 

Basalkörper, der die Peptidoglykanschicht, sowie die innere und äußere Bakterienmembran 

durchdringt (Cornelis, 2002c) und einer externen nadelähnlichen Struktur, die aus der 

Bakterienoberfläche herausragt (Hoiczyk and Blobel, 2001). Aufgrund dieser nadelähnlichen 

Struktur wird der Ysc-Apparat auch als Injektisom bezeichnet (s. Abb. 3 und Abb. 4). Der 

ĂSockelñ des Ysc-Apparates wird wahrscheinlich von YscQ gebildet (Morita-Ishihara et al., 

2006). Als möglicher Energielieferant für die Yop-Sekretion fungiert YscN, eine ATPase 

(Woestyn et al., 1994), die mit YscQ interagiert (Jackson and Plano, 2000). Der Basalkörper, 

der die Proteine vom Zytoplasma der Bakterien durch die Bakterienmembranen transportiert, 

lässt sich in einen internen Bereich (inseriert in der Zytoplasmamembran) und einen distalen 

Bereich, der die äußere Membran durchdringt, unterscheiden. Der interne Teil des 
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zylindrischen Körpers wird wahrscheinlich von den Proteinen YscD (Plano and Straley, 

1995), YscR (Fields et al., 1994), YscS, YscT, YscU (Allaoui et al., 1994) und YscV (Plano 

and Straley, 1993) gebildet. Der distale Bereich wird durch Oligomerisierung des Proteins 

YscC (Sekretin) gebildet (Plano and Straley, 1993; Koster et al., 1997). Den ganzen Apparat 

durchzieht ein etwa 2 nm breiter Kanal, durch den die Effektorproteine beim Kontakt mit der 

Wirtszelle transloziert werden. Den Abschluss des Ysc-Injektisoms bildet eine Nadel, die 

eine Länge von 60-80 nm hat und aus vielen Monomeren des YscF-Proteins aufgebaut wird 

(Hoiczyk and Blobel, 2001; Sun et al., 2008). Auf der Spitze der Nadel befinden sich die 

Proteine, LcrV, YopB und YopD, die ebenfalls durch das T3SS sezerniert werden und für die 

Porenbildung in der eukaryotischen Zelle verantwortlich sind (Neyt and Cornelis, 1999; Tardy 

et al., 1999; Marenne et al., 2003; Mueller et al., 2005), wodurch Yop (Yersinia outer protein) 

-Effektorproteine schließlich ins Zytosol der Wirtszelle transloziert werden können (Cornelis, 

2002b) (s. Abb. 4).  

A.8.1 Sekretion und Translokation von Yop-Proteinen 

Der Begriff Sekretion impliziert den Transport von Proteinen vom Inneren der Zelle ins 

extrazelluläre Medium. Translokation steht, im Allgemeinen, für den Transport von Proteinen 

durch biologische Membranen (Desvaux et al., 2004). Der einfachheitshalber wird aber der 

Begriff Translokation für den Import von Proteinen mittels des T3SS über die Plasma-

membran ins Zytosol der Wirtszelle, verwendet (Persson et al., 1995). Im diesem letzteren 

Zusammenhang wird auch in dieser Arbeit der Begriff Translokation verwendet.  

Die Yop-Sekretion kann in vitro ausgelöst werden, wenn Yersinien bei einer Temperatur von 

37°C in einem Ca2+-freien Nährmedium kultiviert werden (Heesemann et al., 1983; 

Heesemann et al., 1986; Michiels et al., 1990). Der Temperaturanstieg bewirkt die 

Expression von VirF als Transkriptionsfaktor, welcher die Expression von ysc und lcr Genen 

induziert. Es wird angenommen, dass der Sekretionskanal des Ysc-Injektisoms in 

Anwesenheit von Ca2+-Ionen durch YopN, LcrG und TyeA verstopft ist (Forsberg et al., 1991; 

Skrzypek and Straley, 1995; Iriarte et al., 1998; Sarker et al., 1998). Werden die Ca2+-Ionen 

chelatiert, wird YopN freigesetzt, sodass der Sekretionskanal geöffnet wird und die Yop-

Proteine in den Kulturüberstand sezerniert werden. YopN spielt damit eine wichtige Rolle bei 

der Regulierung der Translokation, indem es den Sekretionskanal solange unter Verschluss 

hält, bis das Bakterium an der Wirtszelle Ăangedocktñ hat (Forsberg et al., 1991).  
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Abb. 4: Modell für die Translokation durch das Ysc-Injektisom (mod. nach Cornelis, 2006) 

Bei 37°C wird das Ysc-Injektisom gebildet. Es durchspannt beide bakterielle Membranen (IM und 
ÄM), endet in einem Nadelkomplex an der Oberfläche und synthetisiert Yops, die vorher an ihr 
zugehöriges Chaperon im Zytosol der Bakterien akkumulierten. Bei Kontakt mit einer Wirtszelle 
kommt es zur Interaktion zwischen dem Adhäsin Inv und ɓ1-Integrin, welches die Invasion vor 
allem in M-Zellen vermittelt. YadA interagiert mit Molekülen der extrazellulären Matrix (Kollagen, 
Fibronektin oder Laminin), welche die YadA-ɓ1-Integrin-abhängige Invasion vermittelt. LcrV, YopB 
und YopD bilden eine Pore in der Plasmamembran (PM) der Wirtszelle. Dabei wird die Blockade 
durch YopN aufgehoben, sodass die Yops unter ATP-Hydrolyse von ihren Chaperonen entfernt 
werden und entfaltet durch den Injektisomskanal in das Zytosol der Wirtszelle transloziert werden. 

Die Translokation von Yops hingegen findet nur dann statt, wenn Yersinia unter Vermittlung 

von Inv oder YadA, Kontakt mit der eukaryotischen Zelle aufnimmt (Rosqvist et al., 1990; 

Cheng and Schneewind, 2000), wobei im Gegensatz zu YadA, das Vorhandensein von Inv 

nicht absolut notwendig ist (Persson et al., 1995). Interessanterweise induziert der Kontakt 

der Yersinien mit der Wirtszelle eine gerichtete (polarisierte) Injektion der Yops ins Zytosol, 

d.h. die Sekretion und der Transfer von Yops findet nur an der Bakterium-Zell-Kontaktstelle 

statt (Rosqvist et al., 1994; Pettersson et al., 1996). Wie bei der Calcium-abhängigen 

Sekretion, spielen YopN, LcrG und TyeA eine wichtige Rolle auch bei der Regulation der 

gerichteten Translokation von Yops (Forsberg et al., 1991; Iriarte et al., 1998; Sarker et al., 

1998). Die Yops werden im entfalteten Zustand durch den Sekretionskanal in das Zytosol der 

Wirtszelle gebracht (Cornelis, 2002c; Aepfelbacher et al., 2007; Trosky et al., 2008) (s. Abb. 

4). Einige Yop-Proteine benötigen für ihre Sekretion und Translokation die Mitwirkung ihrer 
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spezifischen, pYV-kodierten Chaperone. Mit Hilfe eines Mini-pYV Plasmids (pT3SS), 

welches nur die Gene des TypIII-Sekretionsapparates und YadA, nicht aber die Gene für 

Yops, enthält, konnte gezeigt werden, dass YopP und YopM keine Chaperone für ihre 

Sekretion und Translokation benötigen. Dagegen konnten YopE, YopT und YopH nur dann 

sekretiert und transloziert werden, wenn ihre jeweiligen Chaperone (SycE, SycT oder SycH) 

ebenfalls exprimiert wurden (Trulzsch et al., 2003). Vor Kurzem wurde auch für das YopO 

das Chaperon, SycO, identifiziert (Letzelter et al., 2006). 

Für die Translokation sind LcrV und die beiden Translokatoren YopB und YopD essentiell 

(Hakansson et al., 1996; Pettersson et al., 1999; Tardy et al., 1999; Fields et al., 1999; 

Holmstrom et al., 2001). Es wird vermutet, dass diese Proteine eine Pore bilden durch die 

die Effektoren in das Zytosol der Wirtszelle gelangen können (Neyt and Cornelis, 1999; 

Tardy et al., 1999). YopB und YopD verfügen über hydrophobe Domänen, die eine 

Interaktion mit der Zellmembran von Wirtszellen vermuten lässt (Hakansson et al., 1993; 

Cornelis, 2002b). Dabei sind bereits geringe Mengen an YopB und YopD ausreichend, um 

eine erfolgreiche Translokation von Yop-Proteinen zu gewährleisten (Edqvist et al., 2007). 

Während YopB und YopD für die Porenbildung verantwortlich sind, sind mehrere LcrV-

Moleküle an der Spitze der Nadel vermutlich nicht nur für deren korrekte Einlagerung in der 

Zielmembran wichtig (Cornelis and Wolf-Watz, 1997; Mueller et al., 2005; Goure et al., 

2005), sondern auch für die Größe der Pore verantwortlich (Holmstrom et al., 2001). 

Außerdem besitzt LcrV eine immunsuppressive Wirkung, indem es die Interleukin (IL)-10-

Produktion induziert (Sing et al., 2002; Heesemann et al., 2006). Alle drei Proteine werden 

sowohl in das extrazelluläre Medium sezerniert als auch in eukaryotische Zellen transloziert 

(Lee and Schneewind, 1999; Lee et al., 2000).  

A.8.2 Die Yop-Effektorproteine 

Die pathogenen Yersinien, Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica verfügen 

über bislang sechs bekannte Yop-Effektorproteine YopE, YopH, YopM, YopO, YopP und 

YopT. Diese werden über das T3SS in die eukaryotische Zielzelle transloziert und 

ermöglichen den Yersinien die Wirtsabwehr zu unterdrücken. Dadurch können sie 

extrazellulär persistieren und sich vermehren (Galan and Bliska, 1996; Cornelis et al., 1998). 

Infektionsversuche mit verschiedenen yop-Mutanten haben gezeigt, dass jedes Yop 

spezifische Funktionen an Zielmolekülen in der Wirtszelle erfüllt und alle Yop-Proteine, in 

einer synergistischen Art und Weise, eine erhöhte Resistenz gegen Phagozytose durch 

polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNs) und Makrophagen bewirken (Grosdent 

et al., 2002; Heesemann et al., 2006; Trosky et al., 2008). 
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A.8.2.1 YopE 

YopE ist ein 23 kDa großes Protein, mit einer N-terminalen TypIII-Sekretions-Signalsequenz, 

gefolgt von einer Chaperon-Bindungsdomäne, und einer C-terminalen Effektordomäne. Das 

Chaperon SycE ist notwendig für die Sekretion und Translokation von YopE (Wattiau and 

Cornelis, 1993; Wattiau et al., 1994). YopE induziert die Depolymerisierung der Aktin-

Mikrofilamente und führt damit zur Zerstörung der Zytoskelettstruktur. Dies resultiert 

wiederum in einem Abrunden bzw. Ablösen der eukaryotischen Zellen von der 

extrazellulären Matrix und zur Abschwächung der Phagozytose-Fähigkeit der Zellen 

(Rosqvist et al., 1990). YopE fungiert als GTPase aktivierendes Protein (GAP), welches die 

GTPase-Aktivität der Rho-GTPasen, insbesondere Rac1 und RhoG inaktiviert und somit 

diese Rho-GTPasen im GDP-Bindungszustand hält (Pawel-Rammingen et al., 2000; Black 

and Bliska, 2000; Andor et al., 2001; Aepfelbacher, 2004). Eine weitere Funktion von YopE 

liegt in der Regulierung der inflammatorischen Antwort gegenüber der Yersinia-Infektion 

(Schotte et al., 2004). Die Deaktivierung von Rac1 durch YopE hat einen inhibitorischen 

Effekt auf Caspase-1, das wiederum für die Reifung von Pro-Interleukin-1ɓ in Makrophagen 

zuständig ist. IL-1ɓ ist ein wichtiges Zytokin, das einen zentralen Botenstoff in der 

Immunantwort darstellt. Noch ist YopE in seinen Wirkungen auf eukaryotische Zielmoleküle 

nicht vollständig aufgeklärt, sodass die Möglichkeit besteht, noch weitere Targets zu 

entdecken (Aili et al., 2003). 

A.8.2.2 YopH 

YopH ist ein etwa 50 kDa großes Protein. Es enthält eine N-terminale TypIII-Sekretions-

Signalsequenz (1-17 AS), eine Chaperon-Bindungsdomäne (18-70 AS) für SycH, und eine 

C-terminale katalytische Domäne (190-468 AS) mit einer Protein-Tyrosin-Phosphatase 

(PTPase)-Aktivität, die eine hohe Sequenzhomologie zu den katalytischen Domänen der 

eukaryotischen PTPasen aufweist (Zhang, 2003). Der N-Terminus enthält eine Phospho-

tyrosin-Bindungsdomäne, welche die Erkennung von Tyrosin-phosphorylierten Substraten 

vermittelt (Guan and Dixon, 1990; Guan and Dixon, 1991; Black and Bliska, 1997; Ivanov et 

al., 2005). Die Tyrosin-Phosphatase-Aktivität von YopH zielt auf eine Reihe von Signal-

kaskaden ab, die sowohl für die angeborene als auch für die erworbene Immunabwehr 

wichtig sind (Juris et al., 2002; Cornelis, 2002c; Aepfelbacher, 2004). Dabei sind die meisten 

Zielproteine von YopH entweder Kinasen oder Regulatorproteine, die in den frühen Phasen 

der Immunantwort in hämatopoetischen Zellen eine wichtige Rolle spielen. YopH interagiert 

u.a. mit Proteinen des fokalen Adhäsionskomplexes (Persson et al., 1999). Dies bedingt eine 

Dephosphorylierung der eukaryotischen Adhäsionsregulatorproteine FAK (Focal Adhesion 
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Kinase), p130Cas (Crk-assoziiertes Substrat), Paxillin und Fyb (Fyn-bindendes Protein), die 

Bestandteile des fokalen Adhäsionskomplexes sind (Persson et al., 1997; Black and Bliska, 

1997; Black et al., 1998; Hamid et al., 1999) und auch an der Signaltransduktion des ɓ1-

Integrin-Rezeptors beteiligt sind. Die Folge davon ist die Auflösung des fokalen 

Adhäsionskomplexes, was folglich die Inhibierung der Integrin-vermittelten Phagozytose 

bewirkt (Black and Bliska, 1997; Hamid et al., 1999; Deleuil et al., 2003).  

A.8.2.3 YopM 

YopM ist der einzige Yop-Effektor, der keine bisher bekannte Enzymaktivität besitzt. Die 

Sequenz von YopM, besitzt eine variable Anzahl von 12-20 LRRs (Leucine-Rich Repeats) 

und ist sehr heterogen zwischen den Yersinia-Arten. Dies resultiert in YopM-Proteinen mit 

verschieden großen Molekulargewichten (Mulder et al., 1989; Leung and Straley, 1989). Vier 

YopM-Monomere bilden zusammen einen Hohlzylinder (Evdokimov et al., 2001). YopM wird 

nach der Translokation u.a. in den Nukleus der Wirtszelle via Vesikel-assoziiertem Transport 

gebracht (Skrzypek et al., 1998; Skrzypek et al., 2003). Die genaue Funktion von YopM im 

Nukleus ist aber noch unklar. McDonald und Kollegen haben gezeigt, dass YopM mit zwei 

zellulären Kinasen, RSK1 (p90 Ribosomal S6 protein Kinase1) und PRK2 (Protein Kinase C-

like2) interagiert und diese aktiviert (McDonald et al., 2003). Funktionelle Studien über die 

beiden Kinasen RSK1 und PRK2 lassen darauf schließen, dass sie eine regulatorische 

Wirkung auf das Zytoskelett, die Translation und die Zellproliferation haben. Es wird 

vermutet, dass YopM durch die Komplexbildung mit RSK1 und PRK2 möglicherweise 

Zytoskelettveränderungen hervorrufen könnte, was aber noch hypothetisch ist und durch 

zukünftige Experimente geklärt werden muss. Dennoch ist aber YopM ein essentieller 

Virulenzfaktor. Es konnte gezeigt werden, dass YopM unerlässlich für eine systemische 

Infektion in Mäusen ist (Trulzsch et al., 2004). Kerschen und Kollegen zeigten, dass YopM 

die Depletion von NK-Zellen im Blut und Milz von Yersinia pestis-infizierten Mäusen 

hervorruft (Mulder et al., 1989; Kerschen et al., 2004). Darüber hinaus konnten sie zeigen, 

dass, im Gegensatz zu YopM-defizienten Yersinien, die Infektion von Mäusen mit YopM-

kompetenten Yersinien die Induktion mehrerer Zytokine, wie IL-15, IL-15-Rezeptor (IL-15R), 

IL-12, IL-18, IL-1ɓ und TNF-Ŭ in Makrophagen bzw. IFN-ɔ und IL-15R in NK-Zellen inhibiert 

(Kerschen et al., 2004). Da IL-15 und IL-15R eine wichtige Rolle bei der Proliferation und 

Aktivierung von NK-Zellen spielen (Waldmann and Tagaya, 1999), wird vermutet, dass die 

YopM-induzierte Depletion von NK-Zellen in der Beeinträchtigung der Expression von IL-15 

und IL-15R begründet liegt.  
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A.8.2.4 YopO 

YopO (YpkA in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis) ist ein ca. 81 kDa großes Protein. Die 

YopO-Sekretion kann Chaperon-unabhängig vonstatten gehen (Trulzsch et al., 2003; 

Letzelter et al., 2006). Dagegen scheint seine Translokation in die Zielzellen vom Chaperon 

SycO abhängig zu sein (Letzelter et al., 2006). YopO besitzt eine Serin/Threonin-Kinase-

Aktivität (Galyov et al., 1993). Es wird durch Autophosphorylierung von zwei Serin-Resten 

(Ser-90 und Ser-95), N-terminal von der Kinase-Domäne, aktiviert. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass monomeres G-Aktin als Kofaktor für die Autophosphorylierung und damit für 

die Aktivierung von YopO in vitro fungiert (Juris et al., 2002; Trasak et al., 2007). In der C-

terminalen Region von YopO wurde eine Rac1-Bindedomäne gefunden, die strukturell und 

funktionell den GDIs (Guanidine nucleotide Dissociation Inhibitors) der Rho-GTPasen ähnelt 

(Prehna et al., 2006). GDIs sind negative Regulatoren der GTPasen, die essentiell sind für 

die Relokalisierung von GTPasen zwischen Zytoplasma und Plasmamembran (Michaelson 

et al., 2001; Richman et al., 2004). Obwohl funktionelle Studien bisher kein klares Bild über 

die in vivo Relevanz von YopO aufzeigen konnten und auch bisher keine in vivo Substrate 

der Kinase bekannt sind, kommt es bei transfizierten HeLa-Zellen (mit YopO exprimierendem 

Vektor) zu einem Abrunden und zu einer Bildung von verzweigten ĂRetraktionsfasernñ, was 

zu einer Zerstörung des Aktinzytoskeletts führt (Juris et al., 2000; Wiley et al., 2006). 

A.8.2.5 YopP 

YopP (YopJ in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis) ist ein 33 kDa großes Protein, dem 

Deubiquitinase- und Acetyltransferase-Aktivitäten zugeschrieben werden (Zhou et al., 2005; 

Mukherjee et al., 2006). YopP inhibiert die Aktivierung der mitogenaktivierten Proteinkinasen 

(MAPK) wie, ERK, JNK und p38 (Ruckdeschel et al., 1997; Orth et al., 1999) sowie des 

Transkriptionsfaktors NF-əB (Schesser et al., 1998; Boland and Cornelis, 1998; Ruckdeschel 

et al., 1998). Dadurch wird die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie, TNFa 

durch Makrophagen (Boland and Cornelis, 1998; Palmer et al., 1998) und IL-8 durch Epithel- 

und Endothelzellen unterdrückt (Schesser et al., 1998; Boland and Cornelis, 1998; Denecker 

et al., 2002). Da die Signalwege der MAPK und von NF-əB nicht nur für die Produktion von 

Zytokinen, sondern auch für das zelluläre Überleben, wichtig sind, wird angenommen, dass 

die YopP-abhängige Blockierung der MAPK- und NF-əB-Aktivitäten, neben der Drosselung 

der Zytokinproduktion, die Apoptose in dendritischen Zellen (DCs) und Makrophagen indirekt 

induziert (Mills et al., 1997; Monack et al., 1997; Boland and Cornelis, 1998; Ruckdeschel et 

al., 2001; Erfurth et al., 2004; Zhang et al., 2005).  
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A.8.2.6 YopT 

YopT, ein 36 kDa großes Protein, wird von Y. pestis und Y. enterocolitica aber nur von 

wenigen Stämmen von Y. pseudotuberculosis exprimiert (Iriarte and Cornelis, 1998; Viboud 

et al., 2006a; Viboud et al., 2006b). Die Sekretion und Translokation von YopT ist abhängig 

von seinem spezifischen Chaperon, SycT (Trulzsch et al., 2003). Die Effekte von YopT in 

infizierten Zellen gleichen denen von YopE: Auflösung von Stressfasern, Abrunden der 

Zellen und die Inhibierung der Phagozytose durch Neutrophile und Makrophagen (Grosdent 

et al., 2002; Cornelis, 2002c; Wong and Isberg, 2005). Die zytotoxische Wirkung von YopT 

wurde erstmals von Iriarte und Cornelis (Iriarte and Cornelis, 1998) beschrieben. Es konnte 

gezeigt werden, dass YopT eine Cystein-Protease-Aktivität besitzt, welche für die 

proteolytische Abspaltung des C-terminalen Cysteins von Rho-GTPasen wie, RhoA und Rac, 

verantwortlich ist. Dadurch dissoziieren diese GTPasen von der Membran und können ihre 

Funktion beim Aufbau von Aktinfasern nicht mehr ausüben (Zumbihl et al., 1999; Shao et al., 

2002; Aepfelbacher et al., 2005; Wong and Isberg, 2005).  

A.9 Experimentelle Methoden zur Untersuchung d er Yop-

Sekretion s/Translokation ssysteme  

Die Yops wurden anfangs als Proteine der äußeren Membran von Yersinien beschrieben 

(Straley and Brubaker, 1981; Portnoy et al., 1981). Heesemann und Kollegen konnten dann 

feststellen, dass unter bestimmten Bedingungen (Inkubation bei 37°C und Depletion von 

Ca2+-Ionen), Yops auch im Überstand der Bakterien durch Sekretion abgegeben werden 

(Heesemann et al., 1984; Heesemann et al., 1986). Schließlich lieferten Michiels und 

Kollegen den Nachweis, dass Yops keine membranverankerten, sondern tatsächlich 

sekretierte Proteine sind (Michiels et al., 1990). Demzufolge stellte sich die Frage nach den 

Angriffszielen der sekretierten Yops. Die Feststellung, dass Yops ihre Zytotoxizität und Anti-

Phagozytose-Aktivität (z.B. durch YopE und YopH) nur bei direktem Yersinien-Zell-Kontakt 

induzieren können (Rosqvist et al., 1990) und nicht etwa die einfache Zugabe von Bakterien-

freien Yops, sondern erst ihre Mikroinjektion in die Zellen zytotoxische Wirkung zeigt 

(Rosqvist et al., 1991), sowie nicht zuletzt dass YopH Wirtszellproteine dephosphoryliert 

(Bliska et al., 1991; Bliska et al., 1992), führte zu der Annahme, dass die Angriffsziele von 

Yops innerhalb der Wirtszelle liegen und deshalb Yops direkt ins Zytosol der Wirtszelle 

injiziert werden müssen. Der experimentelle Nachweis von Yop-Translokation ist aber ein 

schwieriges Unterfangen. Mittels Zellfraktionierungs- und immunfluoreszenzmikroskopischen 

Studien konnte zwar gezeigt werden, dass YopE und YopH direkt ins Zytosol transloziert 
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werden (Rosqvist et al., 1994; Persson et al., 1995), jedoch sind solche Nachweisverfahren 

sehr aufwendig und darüber hinaus sind viele Kontrollen notwendig, um Artefakte 

ausschließen zu können. Sory und Cornelis etablierten dagegen eine andere indirekte 

Methode zur Analyse von Translokationsprozessen, basierend auf ein Reporterenzym (Sory 

and Cornelis, 1994). Sie fusionierten die kodierende Sequenz für die katalytische 

Calmodulin-abhängige Adenylatcyclase-Domäne (CyaA) (abgeleitet vom Hämolysin-

Adenylatcyclase Toxin, Cyclolysin, von Bordetella pertussis) an den C-Terminus der 130 AS 

langen N-terminalen Sequenz von YopE (YopE-Cya). Die Calmodulin-abhängige 

Adenylatcyclase katalysiert in Anwesenheit von Calmodulin die Synthese von zyklischem 

Adenosinmonophosphat (cAMP) aus ATP. Da Yersinien kein Calmodulin produzieren, kann 

die Cyclase-Aktivität (Anstieg der cAMP-Konzentration) nur bei erfolgreicher Translokation 

von YopE-Cya ins Zytosol (wo zelluläres Calmodulin vorhanden ist) gemessen werden. Mit 

dem Cya-Reportersystem konnten nicht nur weitere Yops auf ihre mögliche Translokation hin 

überprüft, sondern auch die Rolle verschiedener Yersinia-Proteine bei dem Translokations-

prozess untersucht werden. So konnte nachgewiesen werden, dass z.B. YopM, YopH, YopT, 

YopP und YopO, nicht aber YopN und YopB, in die Wirtszelle transloziert werden. Darüber 

hinaus konnten mit Hilfe dieses Systems die nötigen minimalen Yop-Aminosäuresequenzen 

für die Translokation identifiziert werden (Sory et al., 1995; Boland et al., 1996; Iriarte and 

Cornelis, 1998; Iriarte et al., 1998; Schesser et al., 2000).  

Inzwischen wurden, je nach Fragestellung (betreffend Sekretion oder Translokation), auch 

weitere analoge Reportersysteme getestet und eingesetzt, wie z.B. die ɓ-Galaktosidase, die 

alkalische Phosphatase und Luziferase (Michiels and Cornelis, 1991; Bergman et al., 1994; 

Pettersson et al., 1996; Jacobi et al., 1998; Jacobi et al., 2001). Darüber hinaus wurden auch 

nichtenzymatische Reportersysteme zur Analyse der Translokation und/oder Sekretion 

eingesetzt, wie das autofluoreszierende Protein GFP (Jacobi et al., 1998), der Elk-Tag (Day 

et al., 2003) und der Glykogen-Synthase-Kinase (GSK)-Tag (Garcia et al., 2006). Der Elk-

Tag ist 35 AS lang und besteht aus der nuklearen Lokalisationssequenz (NLS) des Simian 

Virus 40 Tumorantigens, das mit einer kurzen Aminosäuresequenz des eukaryotischen 

Transkriptionsfaktors Elk-1 fusioniert ist. Elk-fusionierte Yops können nur bei erfolgreicher 

Translokation an einem spezifischen Serin-Rest des Elk-Tag phosphoryliert, und mittels 

phosphospezifischem Elk-Antikörper detektiert werden. GSK-Tag ist ein 13 AS langes, 

phosphorylierbares Peptid, das von der humanen GSK-3-Kinase abgeleitet wurde. Analog 

zum Elk-Tag-Reportersystem, resultiert der Nachweis der Translokation der GSK-Tag-

markierten bakteriellen Effektorproteine in ihrer Phosphorylierung durch Wirtszell-spezifische 
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Kinasen. Die Translokation kann dann mittels phosphospezifischen GSK-3-Antikörpern 

detektiert werden. 

Kürzlich wurden zwei neue Fluoreszenz-basierte Reportersysteme, das FlAsH-System und 

das ɓ-Laktamase-Reportersystem, die es erlauben Reporteraktivität auf zellulärer Ebene zu 

messen, publiziert. Diese beiden Reportersysteme werden im folgenden Kapitel detaillierter 

vorgestellt. 

A.9.1 Tetracystein-FlAsH 

FlAsH-Reagenz

(nicht-fluoreszierend)

Fluoreszierender Komplex

 

Abb. 5: Das FlAsH-Reagenz wird durch die Bindung an den Tetracystein-tag eines Yop-
Proteins fluoreszent 

Das Lumio
TM

-Reagenz ist an 1,2-Ethandithiol (EDT) prekomplexiert und wird dadurch stabilisiert. 
Beim Anfärben wird das EDT durch die Tetracysteine verdrängt, da das Peptid CCPGCC eine 
höhere Affinität zum Lumio

TM
-Reagenz hat als das EDT. Es werden vier kovalente Bindungen 

geformt. Die zwei Arsengruppen des Lumio
TM

-Substrats binden an den zwei Thiolgruppen des 
Tetracystein-tags. 

Das FlAsH-System (Fluorescein Arsenical Hairpin Binder) wurde 1998 in der Gruppe von 

Roger Tsien entwickelt (Griffin et al., 1998) und besteht aus einem kleinen membran-

gängigen Fluorescein-Molekül, das As(III) an den Positionen 4´und 5´substituiert hat (s. Abb. 

5). Dabei ermöglichen die beiden Arsengruppen eine beträchtliche Affinität und Spezifität von 

FlAsH gegenüber dem Tetracysteinmotiv. Das Motiv beinhaltet vier Cysteine und besitzt die 

Sequenz Cys-Cys-Xaa-Xaa-Cys-Cys, wobei für Xaa jede beliebige Aminosäure, 

ausgenommen Cystein, stehen kann. FlAsH wird unter Palladiumacetat-Katalyse aus 4',5'-

Bis-(acetoxymercuri)-Fluorescein und Arsen(III)-Chlorid synthetisiert. Anschließend wird das 
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Reaktionsprodukt mit einem Überschuss an 1,2-Ethandithiol (EDT) zu FlAsH-EDT2 

umgesetzt (Griffin et al., 1998). Aus dem nicht-fluoreszenten Reaktionsprodukt FlAsH-EDT2 

entsteht ein stark fluoreszenter Komplex, wenn die beiden EDT-Moleküle gegen Tetracystein 

enthaltende Peptide ausgetauscht werden (s. Abb. 5). Der Proteinkomplex emittiert bei 

528 nm, was als grüne Fluoreszenz detektiert werden kann. In Eukaryoten wurde die FlAsH-

Färbung bereits erfolgreich angewendet (Gaietta et al., 2002). Darüber hinaus konnte die 

Translokation von FIAsH-angefärbten Tetracystein-fusionierten bakteriellen Effektorproteinen 

nach der Translokation in eukaryotischen Zellen detektiert werden (Cambronne et al., 2004; 

Enninga et al., 2005). Ferner konnten mit dieser Methode Zeitraffer-Studien durchgeführt 

werden, die es ermöglichten die Sekretion der Effektoren von S. flexneri und von 

S. typhimurium in eukaryotische Zellen in Real-Zeit zu beobachten (Enninga et al., 2005; 

VanEngelenburg and Palmer, 2008). 

A.9.2 ɓ-Laktamase 

Das ɓ-Laktamase-Reportersystem ist ein enzymatisches Detektionssystem und benutzt das 

Enzym TEM-1-ɓ-Laktamase. Dabei wird die ɓ-Laktamase (Bla), ohne N-terminaler Signal-

sequenz, an bakterielle Effektoren fusioniert, um die Sekretion bzw. Translokation dieser 

verfolgen zu können (Charpentier and Oswald, 2004). Die TEM-1-ɓ-Laktamase ist 29 kD 

groß, die häufigste Plasmid-kodierte ɓ-Laktamase und der Hauptgrund für die Resistenz von 

Bakterien gegen ɓ-Laktam-Antibiotika (Wiedemann et al., 1989). Das Enzym spaltet die 

Amid-Bindung des 4-gliedrigen ɓ-Laktam-Rings von Penicillinen, Cephalosporinen oder 

anderen ɓ-Laktam-Antibiotika und hebt damit deren antimikrobielle Wirkung auf (s. Abb. 16). 

Es ist auch aktiv, wenn es an einem heterologen Protein fusioniert ist (Zlokarnik, 2000). Es 

gibt kein Ortholog in Eukaryoten und eine Überexpression von Bla wirkt nicht toxisch auf 

eukaryotische Zellen. Die Effizienz von Bla als Fluoreszenz-basiertes Reportersystem wurde 

durch Zlokarnik und Kollegen etabliert, die ein zellpermeables, fluoreszierendes Substrat aus 

Coumarin, Cephalosporin und Fluorescein (CCF2-AM bzw. CCF4-AM) entwickelten, das ɓ-

Laktamase-Aktivität mit hoher Sensitivität in eukaryotischen Zellen nachweisen lässt 

(Zlokarnik et al., 1998). Im intakten CCF4-Substrat führt die Anregung von Coumarin (Donor) 

bei 409 nm zu einem FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) auf Flourescein 

(Akzeptor). Dadurch wird Flourescein angeregt und strahlt grünes Licht aus (detektierbar bei 

520 nm). Da ɓ-Laktamase die Hydrolyse des CCF4-Substrats katalysiert, wird das FRET 

unterbrochen und das Emissionsspektrum wird von grün (520 nm) nach blau (450 nm) 

verschoben (s. Abb. 16). Mittels CCF4-Substrats kann die Bla-Reporteraktivität sowohl im 

Fluoreszenzmikroskop als auch im FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) gemessen 
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werden (Knapp et al., 2003). Das Bla-Reportersystem konnte erfolgreich zur Analyse der 

Genexpression in vivo benutzt werden (Raz et al., 1998). Ferner konnten mit diesem 

Reportersystem die Translokation des Flagellins von Salmonella typhimurium durch das 

T3SS in das Zytosol von Makrophagen nachgewiesen werden (Sun et al., 2007). Weiterhin 

konnten mittels des Bla-Reporters die Zelltypen identifiziert werden, die nach in vivo Infektion 

mit Salmonellen oder Legionellen (die Bla-Effektor-Fusionsproteine exprimieren und 

translozieren), angesteuert werden (Geddes et al., 2007; de Felipe et al., 2008).  

A.10 Zielsetz ung der Arbeit  

Die meisten Erkenntnisse über die Translokation von Yops und ihre Wirkungen wurden 

durch in vitro Versuche gewonnen. Zwar konnten damit die Translokationsmechanismen bis 

zu einem gewissen Grad geklärt und diverse Funktionen von Yops identifiziert werden, 

jedoch ist es noch weitgehend unklar, ob und in wieweit diese Erkenntnisse eine Relevanz 

für das in vivo Infektionsgeschehen haben. Zum Beispiel konnten durch in vitro Versuche 

wichtige Anti-Wirt-Funktionen für YopP, YopE, YopO und YopT entdeckt werden. Diese 

schließen u.a. die Inhibierung der MAPK- und NF-əB-Signalwege und die Induktion von 

Apoptose in DCs und Makrophagen durch YopP, sowie die Zerstörung des Zytoskeletts und 

Inhibierung der Phagozytose durch YopE, YopO und YopT ein (Heesemann et al., 2006; 

Trosky et al., 2008). Diese identifizierten Funktionen stehen in perfekter Übereinstimmung 

mit der Lebensart von Yersinien, die sich hauptsächlich extrazellulär vermehren. 

Erstaunlicherweise zeigen jedoch Yersinia enterocolitica-Mutantenstämme, in denen YopP, 

YopE, YopO oder YopT deletiert wurden, im frühen Verlauf der experimentellen 

Mausinfektion nur schwachen bis gar keinen Virulenzverlust (Trulzsch et al., 2004). Ein 

YopT-defizienter Y. enterocolitica-Stamm zeigt sogar eine leicht erhöhte Virulenz gegenüber 

Wildtyp-Yersinien WA(pYV). Dieses Beispiel an Widersprüchlichkeiten zwischen in vitro und 

in vivo Ergebnissen, neben der weitestgehenden Unkenntnis über die Art und den Umfang 

der tatsächlichen Zielzelltypen, in denen Yops in vivo injiziert werden, zeigen die 

Notwendigkeit, die in vitro gewonnenen Erkenntnisse neu unter in vivo Bedingungen zu 

evaluieren bzw. zu ergänzen. Voraussetzung hierfür ist aber die Etablierung von 

Versuchssystemen, die in vivo Studien ermöglichen.  

Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Etablierung von 

Reportersystemen, welche die Untersuchung der Sekretion bzw. der Translokation der Yop-

Effektorproteine von Y. enterocolitica in vivo bzw. ex vivo ermöglichen.  
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Es wurden zwei verschiedene Reportersysteme gegenüber gestellt und hinsichtlich ihrer 

Effizienz untersucht: das FlAsH-Reportersystem und das ɓ-Laktamase-Reportersystem. 

Diese beiden Systeme wurden ausgewählt, weil ihre Reporteraktivität direkt in intakten, 

lebenden Einzelzellen detektiert werden kann. Dies ist eine Voraussetzung für die 

Identifizierung der Yop-translozierten Zelltypen sowohl in vitro als auch in vivo. Dagegen 

kann die Reporteraktivität von Reporterenzymen, wie Adenylatcyclase, ɓ-Galaktosidase, 

alkalische Phosphatase und Luziferase, sowie der Wirtszell-abhängig phosphorylierbare Elk-

Tag und GSK-Tag, nur in Zell-Lysaten gemessen werden.  

Die Ziele dieser Arbeit umfassen u.a. folgende Punkte: 

o Generierung von Konstrukten mit Tetracysteintag (Tcys)- und ɓ-Laktamase (Bla)-

fusionierten Yops. Hierfür wurden stellvertretend für die Yop-Translokation, YopE, 

YopH und YopM von Y. enterocolitica mit den Reporter-Tags fusioniert. YopE gehört 

zu der Yop-Gruppe, die entbehrlich für Yersinia-Virulenz in der Maus sind. YopH und 

YopM hingegen gehören zu der Yop-Gruppe, die unabdingbar für in vivo Virulenz 

sind. 

o Die Yop-Tcys- oder Yop-Bla-Reporterproteine sollen in verschiedenen 

Y. enterocolitica- (Mutanten-) Stämmen exprimiert werden, um die Rolle bestimmter 

Yersinia-Faktoren bei der Translokation zu untersuchen.  

o In vitro Versuche mit den beiden Reportersystemen. Dabei sollten Infektionsversuche 

mit Zelllinien (wie HeLa-Zellen) und primären Zellen, wie Knochenmark-abgeleitete 

Makrophagen (BMDMs) und DCs (BMDCs), sowie kinetische Studien durchgeführt 

werden.  

o Das Reportersystem, das in vitro erfolgreich funktioniert hat, sollte für in vivo 

Versuche eingesetzt werden. Dabei sollten Mäuse mit Yop-Bla- und/oder Yop-Tcys-

enthaltenden Yersinia-Stämmen infiziert werden, und die Yop-translozierten Zelltypen 

ex vivo identifiziert werden. 
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B. MATERIAL UND METHODEN 

B.1 Material  

B.1.1 Geräte 

Tab. 3: Verwendete Geräte 

Gerät Typ und Hersteller 

Brutschränke BBD 6220, Heraeus, Hanau, Deutschland 

Durchflusszytometer FACSCanto II, BD, Heidelberg, Deutschland 

Elektrophoresekammer 
DNA 

Agagel Standard G45/1, Biometra, Göttingen, Deutschland 

Elektrophoresekammer 
Protein 

Mini-Protean 3, Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
Hoefer SE 400, Amersham Biosciences, Freiburg, 
Deutschland 

Elektroporationsgerät Gene Pulser II, Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 

Fluoreszenzimager FLA-3000, Fujifilm, Düsseldorf, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskope Leitz DM RBE, Leica, Mannheim, Deutschland 
Olympus BX61, Olympus, Hamburg, Deutschland 

French Press SLM-AMINCO, Spectronic Instruments, French Press 
Pressure Cells (Typ 40K Manual-Fill-Cell, FA-030) und Cell 
Press, New York, USA 

Geldokumentationssystem/ 
UV-Transilluminator 

Herolab, E.A.S.Y.RH., Molekulare Trenntechnik, Wiesloch, 
Deutschland 

Homogenisator HOG2, Hartenstein, Würzburg, Deutschland 

Microplate reader Fluostar Optima, BMG Labtech, Jena, Deutschland 

pH-Meter pH211 Microprocessor pH-Meter, Hanna Instruments, Kehl 
am Rhein, Deutschland 

Präzisionswaagen Sartorius Basic Plus (BP 615) und Sartorius BL 1500S, 
Göttingen, Deutschland, 

Spektralphotometer Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland 

Schüttelinkubatoren Certomat R, B. und BS-1, B Braun Biotech International, 
Osterode am Harz, Deutschland 
Xcella E24R, New Jersey, USA 

Spannungsgeräte Power Pac 1000, Bio-Rad Laboratories, München, 
Deutschland 

Sterilwerkbänke Heraeus, HS12, Hanau, Deutschland 

Thermocycler Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer, Foster City, CA, 
USA 

Thermoschüttler Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Transferapparatur Multiblot, C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Zentrifugen Eppendorf Zentrifuge 5417R, Hamburg, Deutschland  
Sigma, 3K30B und 1K15B Braun Biotech International, 
Osterode am Harz, Deutschland 
OptimaTM TL Ultracentrifuge, Beckman Instruments, Inc. CA, 
USA 
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B.1.2 Chemikalien 

Tab. 4: Verwendete Chemikalien 

Name Hersteller/Lieferant 

Agarose SERVA, Heidelberg, Deutschland 

Albumin Fraktion V C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ampicillin-Natriumsalz Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Ampuwa® Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland 

APS (Ammoniumpersulfat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

BHI (Brain Heart Infusion)-Medium Oxoid, Hampshire, England 

Bis-Acrylamid SERVA, Heidelberg, Deutschland 

5-(und -6)-Carboxyfluorescein Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  

CCCP (carbonyl cyanid m-chlorophenyl-
hydrazon) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Combactam PFIZER PHARMA, Karlsruhe, Deutschland 

Coomassie Brilliant Blue R250 Biomol, Hamburg, Deutschland 

Digitonin Fluka, Buchs, Schweiz 

di-Natriumtetraborat-Decahydrat C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

DMEM (Dulbeccoôs modified eagle media) Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

DTT (1,4-Dithio-DL-threitol) Applichem, Darmstadt, Deutschland 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

FCS (fötales Kälberserum) Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Formaldehyd 37 % MERCK, Darmstadt, Deutschland 

Glycerin Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

HBSS (Hanks Balanced Salt Solution)  Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

HEPES (N-2[Hydroxyethyl]piperazine-Nô-
[2-ethanesulfonic acid]) 

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

7-hydroxycoumarin-3-carboxylsäure Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  

IPTG (Isopropyl-b-D-
thiogalactopyranosid) 

peqlab, Erlangen, Deutschland 

Kanamycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

LB (Luria Bertani)-Agar Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland 

LB (Luria Bertani)-Medium Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland 

LPS Quadratech Diagnostics, England 

Milchpulver Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Mowiol 4-88 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumchlorid Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Nitrocefin Oxoid, Hampshire, England 

OptiMEM Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

PAɓN (Phenylalanin arginin ɓ-
naphtylamid 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

PBS Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

PCR Nukleotid Mix Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 

Penicillin-Streptomycin-Lösung (100x) Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
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Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Probenecid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

SDS (Sodiumdodecylsulfat) Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Spectinomycin Dihydrochlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

TEMED (N,N,N´,N´-
Tetramethylethlenamid) 

Biomol, Hamburg. Deutschland 

TrypanBlau (BenzaminBlau) OMNI Life science, Bremen, Deutschland 

Trypsin-EDTA (1x) Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Tween20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

B.1.3 Kits 

Tab. 5: Verwendete Kits 

Bezeichnung Hersteller 

Bug Buster Novagen, Darmstadt, Deutschland 

ECL Western bloting detection reagents Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland 

Fugene Transfection Reagent Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 

Gel Extraction Kit OMNI Life science, Bremen, Deutschland  

Nucleo Spin Plasmid Kit Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Nucleobond Xtra Midi Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Presto Spin D Bug Molzym, Bremen, Deutschland 

Protein Assay Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Venor Gem Minerva biolabs, Berlin, Deutschland 

B.1.4 Enzyme, Gewichts-und Längenstandards 

Tab. 6: Verwendete Enzyme, Gewichts-und Längenstandards 

Bezeichnung Hersteller 

BenchMarkÊ Pre-Stained Protein Ladder Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

BioMix Red Bioline, Luckenwalde, Deutschland 

DNA-Längenstandard (Ready LoadÊ 1 kb) 
O´Gene Ruler 1 kb 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, 
Deutschland 

Expand high fidelity polymerase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 

Lysozym Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Proteingrößenstandard (SeeBlueÑ Plus2, 
prestained) 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten 
(complete) 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 

Proteinase K (fungal) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Restriktionsenzyme  MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland 

Shrimp alkaline phosphatase  MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland 

T4-DNA-Ligase  MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland 

Taq-Polymerase  MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland 



B.  MATERIAL UND METHODEN 

32 

B.1.5 Nährmedien 

Die hergestellten Nährlösungen wurden durch Autoklavieren bei 121°C und 1 bar für 20 min 

sterilisiert. Durch Zugabe von 15 g Agar pro Liter Nährlösung wurden feste Nährböden 

hergestellt. Nach dem Autoklavieren wurde der Agar im Wärmeschrank bei 60°C flüssig 

gehalten, sodass er in Petrischalen gegossen werden konnte. Die Anzucht von E. coli 

erfolgte im LB-Medium, die Anzucht von Y. enterocolitica hingegen in BHI-Medium. 

LB-Medium:    10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl 

BHI-Medium (Brain Heart Infusion): 37 g BHI-Fertigmischung auf 1 l H20bidest. 

B.1.6 Antibiotika und Medienzusätze 

Selektion von Bakterienstämmen erfolgte mit Hilfe verschiedener Antibiotika Resistenzen. 

Antibiotika wurden als Stammlösungen angesetzt, steril filtriert (Sterilfilter der Porengröße 

0,22 µm, Millipore, Bedford, England) und bei -20°C gelagert. Die Stammlösungen (s. Tab. 9) 

wurden den Nährmedien nach Abkühlen auf weniger als 55°C zugesetzt.  

Tab. 7: Verwendete Antibiotika und andere Zusätze 

Antibiotikum Abkürzung Lösungsmittel Stammlösung 
[mg/ml] 

Endkonzentration 
[µg/ml] 

Ampicillin AmpR H20bidest. 100 100 

Carbenicillin Cb 50 % Ethanol 50 250 

Chloramphenicol CmR 70 % Ethanol 20 20 

Gentamicin Gm H20bidest. 100 100 

Kanamycin KanR H20bidest. 50 50 

Nalidixinsäure Nal 0,5 N NaOH 60 60 

Spectinomycin SHR H20bidest. 50 50 

Streptomycin SmR H20bidest. 100 100 

andere Zusätze Lösungsmittel Stammlösung Endkonzentration 

CaCl2 H20bidest. 100 mM 0,2 mM; 1 mM 

EGTA H20bidest. 500 mM 5 mM 

Glukose H20bidest. 20 % 0,1-0,2 % 

IPTG H20bidest. 1 M 1 mM 

MgCl2 H20bidest. 1 M 10 mM 

B.1.7 Bakterienstämme 

Tab. 8: Verwendete Bakterienstämme 

Stammbezeichnung Beschreibung Herkunft/Referenz 

E. coli   

DH5a endA1 hsdR17(rk-mk+) supE44 thi-1 

recA1 gyrA (NalR) relA1 D(lacZYA-

argF)U169 (f80lacZdM15) 

Hanahan, 1983 

S17-1lpir lpir+ tra+, KmR Miller und 
Mekalanos, 1988 
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Y. enterocolitica   

WA(pYV) Klinisches Isolat WA-314, Serotyp O:8, 
Biogruppe 1B mit Virulenzplasmid pYVO8  

(Heesemann and 
Laufs, 1983) 

WA-C  Plasmidloses Derivat von WA-314, 
Serotyp O:8, Biogruppe 1B 

(Heesemann and 
Laufs, 1983) 

WA(pT3SS) WA-C mit Plasmid pT3SS, SHR (Trulzsch et al., 2003) 

WA(pYVDYopE) WA-314DyopE, KanR (Trulzsch et al., 2003) 

WA(pYVDYopH) WA-314DyopH, KanR (Trulzsch et al., 2003) 

WA(pYV, pEGFP) WA-314 mit pACYC184+gfp, CmR Stammsammlung 
MvPI 

WA(pYV, YopH-Tcys) pYV mit yopH-Tetracystein-tag, KanR 

diese Arbeit 
WA(pYV, YopM-Tcys) pYV mit yopM-Tetracystein-tag, KanR 

WA(pYV, pYopH-Bla) WA-314 mit Plasmid pACYC184: sycH-
yopH-bla, CmR 

WA(pYVDYopH, pYopH-
Bla) 

WA-C mit den Plasmiden pYVDyopH und 
pACYC184: sycH-yopH-bla, CmR, KanR 

diese Arbeit 

WA(pT3SS, pYopH-Bla) WA-C mit den Plasmiden pT3SS und 
pACYC184: sycH-yopH-bla, SHR, CmR, 

WA(pYV, pYopEi-Bla) WA-314 mit Plasmid pACYC184: sycE-
yopEi-(YopE-Hybride)-bla, CmR, 

WA(pT3SS, pYopEi-Bla) WA-C mit den Plasmiden pT3SS und 
pACYC184: sycE-yopEi-(YopE-Hybride)-
bla, SHR, CmR 

WA(pYVDYopE, pYopEi-
Bla) 

WA-C mit den Plasmiden pYVDyopE und 
pACYC184: yopEi-(YopE-Hybride)-bla, 
KanR, CmR 

B.1.8 Plasmide 

Tab. 9: Verwendete Plasmide 

Plasmid Eigenschaften Herkunft/Referenz 

pcDNA3.1 Expressionsvektor, AmpR Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland 

pKD46 Red System: Rekombinasen reda 

und redb, Exonucleaseinhibitor redg, 
ParaB, AmpR 

(Datsenko and Wanner, 2000) 

pKOBEG Red System: Rekombinasen reda 

und redb, Exonucleaseinhibitor redg, 
Arabinose induzierbarer Pbad 
Promotor, CmR 

(Datsenko and Wanner, 2000) 

pACYC177 Klonierungsvektor AmpR, KanR Chang und Cohen, 1978 

pACYC184 Klonierungsvektor CmR, TetR Chang und Cohen, 1978 

pYV Y. enterocolitica Serotyp O:8 (Heesemann and Laufs, 1983) 

pYVDYopE KanR-Kassette im yopE-Gen  (Trulzsch et al., 2003) 

pYVDYopH KanR-Kassette im yopH-Gen (Trulzsch et al., 2003) 

pYVYopH-Tcys KanR-Kassette und Tetracystein-tag, 
C-terminal am yopH-Gen 

diese Arbeit 

pYVYopM-Tcys KanR-Kassette und Tetracystein-tag, 
C-terminal am yopM-Gen 

diese Arbeit 
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pYopH-Bla yopH in HindIII/BamHI-Schnittstelle 
von pACYC184 
bla in BamHI/SalI von pACYC184 

von C. Gerke zur Verfügung 
gestellt; C-terminal pYopH524-
Bla 

pYopEi-GFP sycE-yopEi (YopE-Hybride) in 
HindIII/BamHI Schnittstelle von 
pACYC184 
gfp in BamHI/SalI von pACYC184 

(Jacobi et al., 1998) 

pYopEi-Bla sycE-yopEi (YopE-Hybride) in 
HindIII/BamHI-Schnittstelle von 
pACYC184 
bla in BamHI/SalI von pACYC184 

diese Arbeit 

B.1.9 Primer 

In Tab. 10 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer aufgeführt. Verwendet 

wurden Primer (entsalzt, lyophilisiert und HPLC-gereinigt) der Firmen Metabion (Martinsried, 

Deutschland), Thermo Electron GmbH und biomers.net (Ulm, Deutschland). Die 

Konzentration von 100 pmol/µl wurde durch Lösen mit H2Obidest. eingestellt.  

Tab. 10: Verwendete Primer 

Primer 5`- 3` Sequenz Verwendung 

Bla-BamHI-For. CGGGATCCCACCCAGAAACGCTGGTG
A 

Amplifikation Bla 

Bla-SalI-Rev. ACGCGTCGACTTACCAATGCTTAATCA
GTGAG 

Amplifikation Bla 

Bla-456-Rev. GGCATCGTGGTGTCACGCTCGTC Sequenzierung 

Bla-45-Rev. CCCACTCGTGCACCCAACTG Sequenzierung 

pACYC184-1356-For. CAGAGCAAGAGATTACGCGCAG Sequenzierung 

pACYC184-2312-Rev. GCGACAGGCCGATCATCGTCGCGC Sequenzierung 

SycE-256-For. GTGCCCCCCGACCTCGTC Sequenzierung 

YopH-384-For. CCGCTAAGCTATTGCAAAGCACGG Sequenzierung 

YopH-878-For. CCGCAGTACGCGCCGATC Sequenzierung 

YopH-ET-For. ATGTTCTGATTAAGTTGGCTGAAGGAC
AAGGGCGACCATTATTAAATA 
GCGGTGGCTGTTGTCCTGGCTGTTGC
TAATCACTGACACCCTCATCAGTG 

Klonierung: Tetracys-
tag 

YopH-ET-Tcys-Rev. AGCGTATATATCTTAGTAATTTTATTTA
CTCATAGGAATAAATATTTACACGTCA
AGTCAGCGTAATGCTC 

Klonierung: Tetracys-
tag 

YopH-Ident.-For. GTGTTGGCCGTACTGCGCAAC Überprüfung des 
Tetracys-tag 

YopH-Ident.-Rev. CCAGTGGGACGAAACTGGCGA Überprüfung des 
Tetracys-tag 

YopH-HindIII-
Transfekt.-For. 

CCCAAGCTTGTTATGGATAACTTATCA
TTAAGCGATCTTCAT 

Exprimierung von 
Tetracys-tag in Zellen 

YopH-BamHI-
Transfekt.-Rev. 

CGGGATCC/TTAAGGCTCCATGCAACA
GCCAGGACAACAGTTCAGGAAGCTAT
TTAATAATGGTCGCCCTT 

Exprimierung von 
Tetracys-tag in Zellen 
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YopM-ET-For. ATGAATTTGCTCATGAGACTATAGACA
AACTTGAAGATGATGTTTTTGAGGGTG
GCTGTTGTCCTGGCTGTTGCTAGTCA
CTGACACCCTCATCAGTG 

Klonierung: Tetracys-
tag 

YopM-ET-Tcys-Rev. CCAAGCTTCAGGAAAAGCTGTTGC 
ATAAGTTCTGTGAAGGTTGTCTGCATC
AGATTTCCCCTCCGTCAAGTCAGCGTA
ATGCTC 

Klonierung: Tetracys-
tag 

YopM-HindIII-
Transfekt.-For. 

CCCAAGCTTGTTATGGATTATGGTTTT
GTTTGCAATGA 

Exprimierung von 
Tetracys-tag in Zellen 

YopM-BamHI-
Transfekt.-Rev. 

CGGGATCCTTA/AGGCTCCATGCAACA
GCCAGGACAACAGTTCAGGAACTCAA
AAACATCATCTTCAAGTTT 

Exprimierung von 
Tetracys-tag in Zellen 

B.1.10 Eukaryotische Zelllinien und Kulturmedien 

Tab. 11: Verwendete eukaryotische Zelllinien und Kulturmedien 

Zelllinie Beschreibung Kulturmedium 

HeLa Humane Epithelzellen; Zervix-
Karzinom-Zelllinie (adhärent) 

DMEM, 10 % FCS,  
100 U/ml Penicillin,  
100 µg/ml Streptomycin,  
1 % HEPES 

HEK-293  Humane embryonale Nierenzellen 293 
(adhärent) 

DMEM, 10 % FCS,  
100 U/ml Penicillin,  
100 µg/ml Streptomycin,  
1 % HEPES 

GX3-GM-CSF-
Zellen 

Zur Ausdifferenzierung von DCs aus 
Knochenmarkzellen 
 

DMEM, 10 % FCS, 1 mg/ml 
G418, 50 µM ɓ-Mercaptoethanol, 
100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml 
Streptomycin 

B.1.11 Antikörper 

B.1.11.1 Primäre Antikörper für die indirekte Immundetektion 

Tab. 12: Verwendete primäre Antikörper für die indirekte Immundetektion 

Bezeichnung Spezifität Isotyp und Herkunft Hersteller 

anti-Bla gegen Bla gerichtet Maus, monoklonal Abcam, Cambridge, 
England 

anti-YopE gegen YopE gerichtet Kaninchen-
Hyperimmunserum 

Konrad Trülzsch, MvPI 

anti-YopH gegen YopH 
gerichtet 

Kaninchen-
Hyperimmunserum 

Konrad Trülzsch, MvPI 

anti-YopM gegen YopM 
gerichtet 

Kaninchen-
Hyperimmunserum 

Konrad Trülzsch, MvPI 

anti-YadA (P1-8) gegen YadA gerichtet Maus, monoklonal MvPI 
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B.1.11.2 Sekundäre Antikörper für die indirekte Immundetektion 

Tab. 13: Verwendete sekundäre Antikörper für die indirekte Immundetektion 

Bezeichnung Spezifität Hersteller 

HRP anti-Maus IgG  
(aus Schaf) 

IgG mit Meerrettich-Peroxidase 
konjugiert, 
gegen IgG aus Maus gerichtet 

Amersham Biosciences, 
Freiburg, Deutschland 

HRP anti-Kaninchen IgG  
(aus Esel) 

IgG mit Meerrettich-Peroxidase 
konjugiert, 
gegen IgG aus Kaninchen gerichtet 

Amersham Biosciences, 
Freiburg, Deutschland 

B.1.11.3 Antikörper für die Durchflusszytometrie 

Tab. 14: Verwendete Antikörper für die Durchflusszytometrie 

Spezifität Konjugat Hersteller 

anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 647 BD, Heidelberg, Deutschland 

B220 (CD45R) PE BD, Heidelberg, Deutschland 

CD4 PerCP BD, Heidelberg, Deutschland 

CD8 APC BD, Heidelberg, Deutschland 

CD11c APC Alexa 750 BD, Heidelberg, Deutschland 

CD45 APC-Cy7 BD, Heidelberg, Deutschland 

F4/80 PE-Cy5 BD, Heidelberg, Deutschland 

Ly6C-6G PE BD, Heidelberg, Deutschland 

B.1.12 Mausstämme 

BALB/c und C57Bl/6 Mäuse wurden von Harlan/Winkelmann (Horst, Niederlande) bezogen 

und in dem Tierstall des Max von Pettenkofer-Institutes gehalten. Die beschriebenen 

Experimente wurden mit 6-10 Wochen alten und vitalen BALB/c bzw. C57Bl/6-Mäusen 

(meist Weibchen) durchgeführt. 
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B.2 Methoden  

B.2.1 Mikrobiologische Methoden 

B.2.1.1 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli 

E. coli-Stämme wurden in einem Schüttelinkubator bei 37°C in LB-Medium über Nacht 

angezogen. Auf Agarplatten ausgestrichene Stämme wurden ebenfalls bei 37°C in einem 

Brutschrank über Nacht inkubiert. Bei Bedarf wurden die Flüssig- und Festmedien mit den 

entsprechenden Zusätzen versehen (s. Tab. 9). Zur Langzeitlagerung wurden Stamm-

kulturen aus flüssigen Übernachtkulturen angelegt. Die Konservierung der Stämme erfolgte 

im Einfriermedium bei -80°C. 

Einfriermedium:  LB-Medium mit 15 % (
v
/v) Glycerin (autoklaviert) 

B.2.1.2 Kultivierung und Stammhaltung von Y. enterocolitica 

Yersinia-Kulturen wurden bei 27°C in flüssigem BHI-Medium, ggf. mit Antibiotikum, unter 

Schütteln kultiviert. Die auf Agarplatten (ggf. Yersinia-Selektiv-CIN-Agarplatten) 

ausgestrichenen Stämme wurden ebenfalls bei 27°C über Nacht inkubiert. Zur Lagerung der 

Yersinia-Stämme wurde eine Übernachtkultur 1:40 in BHI-Medium verdünnt und bis zu einer 

OD600 nm von 0,4-0,5 inkubiert. Die Bakterien wurden bei 4.000 g für 10 min abzentrifugiert, in 

Einfriermedium resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C gelagert. Nach mindestens einem 

Tag wurden aus den jeweiligen Aliquots 100 µl entnommen und die Bakterienzahl durch 

Ausplattieren mehrerer Verdünnungsreihen der Bakteriensuspension auf selektiven 

Yersinien-Agar (CIN-Agar, Oxoid, Hampshire, England) ermittelt und als koloniebildende 

Einheiten (colony forming unit = cfu) erfasst. Die cfu der eingefrorenen Yersinienstämme lag 

in der Regel zwischen 1x108 und 1x109 pro 100 µl Probe. Für Maus-Infektionsversuche 

wurde aus einem Aliquot die gewünschte Infektionsdosis, ggf. nach entsprechender 

Verdünnung, hergestellt. 

B.2.1.2.1 Messung der optischen Dichte 

Die Zelldichte von Bakterien in Flüssigkultur wurde im Spektralphotometer bei einer 

Wellenlänge von 600 nm (OD600 nm) bestimmt. Dabei diente das jeweilige Nährmedium als 

Leerwert. Bakterienkulturen mit einer OD600 nm Ó 1,0 wurden mit dem Medium verdünnt, um 

eine größere Meßgenauigkeit zu gewährleisten. 
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B.2.2 Molekularbiologische Methoden 

B.2.2.1 Präparation von DNA 

Zur analytischen Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab wurde die Übernachtkultur 

(ca. 5 ml) jeweils mit einer Bakterienkolonie angeimpft und über Nacht inkubiert. Mit Hilfe des 

Nucleo Spin Plasmid Kit wurden bis zu 20 µg (aus 5 ml Bakterienkultur) Plasmid-DNA 

isoliert. Für die Isolierung großer Plasmidmengen von etwa 300-500 µg (aus 100 ml 

Bakterienkultur) wurde das Nucleobond Xtra Midi Kit verwendet. Es wurde nach den 

jeweiligen Anweisungen des Herstellers verfahren. Beide Systeme beruhen auf der 

alkalischen Lyse der Bakterienzellen und dem unterschiedlichen Verhalten von 

chromosomaler DNA und Plasmid-DNA im alkalischen Milieu. Die Konzentration der 

Plasmid-DNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt (s. B.2.2.2.5) und wurde bei -20°C 

gelagert. 

B.2.2.2 Analyse von DNA 

B.2.2.2.1 DNA-Agarose-Gelelektophorese 

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann ein DNA-Fragmentgemisch entsprechend 

ihrer unterschiedlichen Größen aufgetrennt werden. Dabei wandern negativ geladene DNA-

Fragmente im elektrischen Feld zur Anode und werden aufgrund ihrer Molekularmasse in der 

Agarosematrix aufgetrennt. Die relative Mobilität des DNA-Fragmentes steht in linearer 

Abhängigkeit vom Logarithmus der Molekularmasse. Das bedeutet, je kleiner ein DNA-

Fragment ist, desto schneller wandert es durch die polymerisierte Agarose. Je nach DNA-

Molekulargewicht wurde eine Agarosekonzentration gewählt, in der eine optimale 

Auftrennung der Fragmente gewährleistet wurde. Dabei trennen hochprozentige 

Agarosegele besser kleinere, niederprozentige Gele besser größere DNA-Fragmente auf. 

Daher wurden für die analytische und präparative Auftrennung von DNA-Fragmenten 

Agarose-Flachbettgele mit einer Agarosekonzentration von 0,8 bis 1,5 % (m/v) eingesetzt. 

Das zusätzliche Auftragen eines geeigneten Längenstandards ermöglicht die Bestimmung 

der jeweiligen Fragmentgrößen. Als Gel- und Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Die Proben 

wurden mit Auftragspuffer versetzt, auf das Gel geladen und die Gelelektrophorese bei einer 

Spannung von 80-120 V für ca. 1 h (je nach Fragmentgröße) durchgeführt.  

6x Auftragspuffer: 50 % (
v
/v) Glycerin; 0,1 mM EDTA; 0,25 % (

m
/v) Bromphenolblau; pH 7,0 

10x TAE:  40 mM Tris/HCl, pH 8,0; 5 mM Essigsäure; 1 mM EDTA 



B.  MATERIAL UND METHODEN 

39 

B.2.2.2.2 Visualisierung von DNA 

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Agarosegel in einem Ethidiumbromid-

Bad (1 µg/ml H20bidest.) ca. 15 min angefärbt (je nach Frischegrad des Ethidiumbromid-

Wassers). Das in der DNA eingelagerte Ethidiumbromid wird durch die Fluoreszenzanregung 

mit UV-Licht (l=260 nm) sichtbar gemacht. Die Dokumentation erfolgte durch den UV-

Transilluminator. 

B.2.2.2.3 Präparation von DNA-Fragmenten nach elektrophoretischer Auftrennung 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente und der Färbung im 

Ethidiumbromid-Bad wurde unter dem UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells die gewünschte 

Bande als Blöckchen aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Unter Verwendung des Gel 

Extraction Kit wurde nach dem Protokoll des Herstellers gereinigt und mit H20bidest. eluiert. 

B.2.2.2.4 Fällung von DNA 

Die Ethanolfällung dient der Reinigung von DNA-Lösungen, z.B. nach einem Restriktions-

verdau oder der Aufkonzentrierung von DNA-Lösungen. Natriumacetat (pH 5,2) wurde zu der 

DNA-Lösung in der Endkonzentration von 0,3 M zugegeben. Es wurde gut gemischt und das 

2,5 fache Volumen an kaltem EtOHabs. zugegeben, erneut gut gemischt und durch eine 

30 minütige Inkubation bei -80°C gefällt. Nach Zentrifugation bei 10.000 g und 4°C für 30 min 

wurde der Überstand dekantiert und das DNA-Pellet mit kaltem 70 %igem EtOH gewaschen. 

Die Lösung wurde abermals bei 10.000 g für 10 min zentrifugiert und das Pellet unter der 

Sterilwerkbank solange getrocknet, bis die Ethanolreste vollständig verdampft sind. 

Anschließend wurde die DNA im gewünschten Volumen an H2Obidest aufgenommen und bei   

-20°C gelagert. 

B.2.2.2.5 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 

Die DNA-Konzentration wurde in Quarzküvetten (d=1 cm) bei einer Verdünnung von 1:50 

gemessen. Als Nullwert diente H2Obidest. Die photometrische Bestimmung der DNA-

Konzentration erfolgte bei einer Wellenlänge von l=260 nm (Absorptionsmaximum). Durch 

eine zusätzliche Absorptionsmessung bei einer Wellenlänge von l=280 nm, können 

Verunreinigungen der DNA durch Proteine gemessen werden. Der Quotient A260 nm/A280 nm 

verringert sich mit zunehmender Verunreinigung der DNA-Probe und beträgt bei sehr reiner 

DNA annähernd 1,8. 
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B.2.2.2.6 Sequenzierung von DNA 

Die Sequenzen und das Leseraster klonierter PCR-Fragmente wurden mittels 

Sequenzierung überprüft. Sequenzierungsvorgänge wurden von der Firma GATC Biotech 

(Konstanz, Deutschland) durchgeführt. Dafür wurden entweder 30-100 ng/µl Plasmid-DNA 

oder 10-50 ng/µl des PCR-Produkts benötigt. Standardprimer wurden von GATC gestellt, 

spezielle Primer mussten dem Sequenzieransatz mit einer Konzentration von 10 pmol/µl 

zugesetzt werden. Mit der  ĂDNAMan Softwareñ  (Lynnon Biosoft, Quebec, Kanada) wurde 

die gelieferte Sequenz mit der entsprechenden Referenz-Sequenz verglichen. 

B.2.2.3 Enzymatische Behandlung von DNA 

B.2.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der spezifischen Vervielfältigung eines bestimmten 

DNA-Abschnittes, die zu Klonierungs-, Mutagenese- oder auch zu Analysezwecke benötigt 

wird. Zuerst kommt es zu einer Denaturierung, d.h. der Doppelstrang der Ausgangs-DNA 

wird durch Erhitzen bei 95°C in zwei Einzelstränge getrennt. Danach lagern sich die Primer 

bei einer Temperatur unter 70°C an die komplementären Einzelstränge an (Hybridisierung). 

Mit Hilfe der thermostabilen DNA-Polymerase kommt es nun zur Verlängerung der Primer in 

Gegenwart von Desoxynucleotidtriphosphaten (dNTPs) entlang der DNA-Matritze 

(Elongation). Die so entstandenen DNA-Doppelstränge werden im nächsten Zyklus 

wiederum aufgeschmolzen (Denaturierung). Dieser Zyklus von Denaturierung, Anlagerung 

und Elongation wird ca. 30-35-mal wiederholt und führt so zu einer exponentiellen 

Amplifikation des entsprechenden DNA-Fragments. Bei der Festlegung der Temperatur zur 

Hybridisierung der Primer muss deren Schmelztemperatur berücksichtigt werden. Dabei 

wurden die Primer so gewählt, dass sie einen möglichst identischen Schmelzpunkt zwischen 

52°C und 65°C hatten. Die Temperatur zur Primeranlagerung wurde so gewählt, dass sie 2-

4°C unter der Schmelztemperatur lag. Eine Elongationsphase von 5-10 Minuten am Ende 

der Reaktion ermöglicht das Auffüllen noch unvollständiger DNA-Abschnitte (Saiki et al., 

1988). Dabei hängt die Kettenverlängerung von der Länge des zu amplifizierenden 

Fragments sowie von der eingesetzten Polymerase ab (15 kb/sek bis 2 kb/min). Die PCR-

Reaktion wurde in einem automatisierten Thermocycler durchgeführt. Für die Klonierung von 

PCR-Produkten in bestimmte Vektoren, wurden die Primer mit bestimmten Restriktions-

schnittstellen und einen Überhang von mindestens 3 Basen (CGC oder ATA) entworfen. 

Diese Überhänge erlauben eine bessere Erkennung von den entsprechenden Enzymen, 
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sodass die Bindung und Spaltung der Schnittstellen effizienter ist. Die PCR-Produkte wurden 

mittels PCR-Purification Kit gereinigt und über die passenden Restriktionsschnittstellen in die 

gewünschten Vektoren kloniert. 

B.2.2.3.2 PCR direkt nach der Bakteriolyse 

Zur schnellen und einfachen Identifizierung von positiven Klonen, die den Vektor mit dem 

gewünschten DNA-Fragment enthalten, wurde eine PCR direkt an den Lysaten der 

einzelnen Bakterienkolonien durchgeführt. Die Primer wurden so gewählt, dass Produkte von 

einer Größe von 300-600 bp einen positiven Klon markierten. Die einzelnen Bakterien-

kolonien wurden jeweils in 50 µl LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum inokuliert und 

bei 37°C unter leichtem Schütteln für ca. 1 h inkubiert. Für die PCR wurde 2 x BioMix Red 

verwendet, das neben einer Polymerase und Nukleotiden einen roten Auftragspuffer enthält. 

Pro 20 ɛl Ansatz wurden 0,2 ɛl 50 mM MgCl2, 0,6 ɛl reines DMSO, 1 ɛl R¿ckwªrts- und 

Vorwärtsprimer (je 10 pmol) zugegeben und mit bidest. Wasser auf 20 ɛl aufgef¿llt. Jeweils 

1 ɛl der Bakteriensuspension wurde zu 19 ɛl Master-Mix zugegeben, und für die PCR 

eingesetzt. 

Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewählt: Zu Beginn der Amplifikation wurde eine 

Anfangsdenaturierung bei 95°C für 1 min und 50 sek vorgeschaltet. Die Denaturierung bei 

95°C erfolgte für 40 sek, anschließend die Anlagerung der Oligonukleotide an die einzelnen 

DNA-Stränge bei 55-60°C für 20 sek und die abschließende Elongation bei 72°C für 30 sek 

(ca. 1 min pro 1 kb DNA), wobei dieser Zyklus 40-50-mal wiederholt wurde. Auf den letzten 

Zyklus folgten 5 min Extension bei 72°C, um die Polymerisierung zu vervollständigen. Nach 

der beendeter Amplifikation wurden die Proben direkt auf das Agarosegel aufgetragen. 

B.2.2.3.3 PCR zur Herstellung von yop-Mutanten mit Tetracystein-tag mittels 

homologer Rekombination (ET-Klonierung) 

Die ET-Klonierung wurde erstmals an E. coli entwickelt (Zhang et al., 1998) und ermöglicht 

eine direkte Mutagenese, ohne die aufwendige Konstruktion von Plasmiden, wie sie bei den 

klassischen Klonierungsstrategien erforderlich ist. Das Prinzip der ET-Klonierung beruht auf 

der homologen Rekombination eines PCR-Fragments mit der entsprechenden homologen 

Sequenz zum Genabschnitt im Chromosom oder auf einem Plasmid. Ein zusätzlich 

eingeführtes Plasmid, pKD46, kodiert für zwei Rekombinasen reda und redb, sowie einen 

Exonukleaseinhibitor redg. Diese werden durch den Arabinose induzierbaren Promotor ParaB 

kontrolliert. In die mit pKD46 ausgestatteten Bakterien wird ein lineares PCR-Fragment 

(Sequenz für die Kanamycin-Resistenzkassette, die beidseitig durch homologe Sequenzen 
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des anzusteuernden Gens flankiert ist) transformiert. Das PCR-Fragment kann dann mit dem 

entsprechenden Genabschnitt auf dem Plasmid (pYV) homolog rekombinieren. Die Primer 

enthalten neben den homologen Sequenzen des anzusteuernden Gens, an ihren 3ô-Enden 

komplementäre Sequenzen zur Kanamycin-Kassette. Die optimale Länge der Primer beträgt 

50 bp. Der Tetracystein-tag wurde in dem Vorwärtsprimer, zwischen dem Homologiearm und 

der Kanamycinkassette eingebaut. 

DNA-Abschnitte von bestimmten Yop-Genen, die mit einer für Tetracystein-tag kodierenden 

Sequenz fusioniert sind, wurden mittels Expand high fidelity PCR System amplifiziert. Dieses 

PCR System beinhaltet ein Enzymgemisch, bestehend aus einer thermostabilen Taq DNA-

Polymerase und einer thermostabilen Tgo DNA-Polymerase, die für das Korrekturlesen 

zuständig ist (Fehlerhäufigkeit liegt bei ca. 4,8x10-6 pro eingebauter Base). 

Für die PCR wurden standardmäßig jeweils 10 µl 2 mM dNTP-Mix (100 µM jedes einzelnen 

dNTPs; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), je 1 µl der Primer (100 µM), 10xPuffer und 2,5 U 

der Expand high fidelity polymerase eingesetzt und mit H2Obidest. auf 100 µl aufgefüllt. Als 

Matritze dienten jeweils Verdünnungen vom Vektor pACYC177. 

Die PCR-Bedingungen verliefen wie folgt: Zu Beginn der Amplifikation wurden 5 min 

Anfangsdenaturierung bei 94°C vorgeschaltet. Die Denaturierung bei 94°C erfolgte für 5 min, 

anschließend die Anlagerung der Oligonukleotide bei 54-58°C für 2 min und die 

abschließende Extension bei 72°C für 2 min, wobei dieser Zyklus 35 mal wiederholt wurde. 

Auf den letzten Zyklus folgten 7 min Extension bei 72°C, um die Polymerisierung zu 

vervollständigen. Der Erfolg der PCR wurde über Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert (s. 

B.2.2.2.1). 

B.2.2.3.4 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 

Restriktionsenzyme sind in der Lage, bestimmte DNA-Abschnitte der doppelsträngigen DNA 

(sog. Palindrome) zu erkennen und diese spezifisch zu schneiden. Die so entstandenen 

Teilstücke besitzen charakteristische Enden, die anschließend ein gezieltes Zusammen-

bringen mit anderen DNA-Fragmenten ermöglichen. Die Spaltung von DNA mit Restriktions-

enzymen erfolgte jeweils in dem vom Hersteller (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 

empfohlenen Puffersystem. Bei einem Restriktionsverdau von Plasmid-DNA wurde pro 1 µg 

Plasmid-DNA 1-3 U Enzym eingesetzt. Die Inkubationszeit für einen vollständigen Verdau 

der Plasmide betrug 2-16 h bei 37°C. Mehrfachspaltungen wurden, soweit möglich, in einem 

Puffer durchgeführt. Zur Analyse des Restriktionsansatzes wurde eine elektrophoretische 

Auftrennung im Agarosegel durchgeführt. Wenn ein herausgeschnittenes DNA-Fragment zur 

weiteren Klonierung benötigt wurde, wurde es nach der Gelelektrophorese als Blöckchen 
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aus dem Gel geschnitten und extrahiert (s. B.2.2.2). PCR-Produkte, die Restriktions-

schnittstellen an ihren 5´-Enden aufwiesen, und damit in den Zielvektor kloniert werden 

sollten, wurden über Nacht verdaut. Nach der Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen 

bei 65°C bzw. 80°C für 20 min, wurden die PCR-Produkte direkt für die Ligation in den 

Zielvektor verwendet (s. übernächster Abschnitt). Auch der Zielvektor wurde über Nacht mit 

den jeweiligen Restriktionsenzymen geschnitten und vor der Ligation wurden diese 

inaktiviert, um jegliche Störung der Ligation zu vermeiden. 

B.2.2.3.5 Dephosphorylierung von DNA 

Damit linearisierte Vektor-DNA nicht religieren kann wurden die 5´-Phosphatgruppen am 

Vektorende durch die Behandlung mit Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP) abgespalten. 

Dabei wurde der Reaktionsansatz mit 1 U/µl Enzym im entsprechenden Puffersystem 

eingesetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Phosphatase durch ein 

15 minütiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert. Die so behandelte Vektor-DNA wurde für die 

Ligation eingesetzt (s. nächster Abschnitt). 

B.2.2.3.6 Ligation 

Bevor eine DNA-Sequenz (Insert) in einen Vektor kloniert werden kann, müssen beide, 

Vektor und Insert kompatible Enden aufweisen, über die das Insert in den Vektor ligiert 

werden kann.  

Die Ligation erfolgte mittels T4-DNA-Ligase in einer Konzentration von 5 U/µl im jeweiligen 

Ligasepuffer bei Raumtemperatur für ca. 3 h oder bei 16°C über Nacht. Das DNA-Fragment 

wurde im Überschuss zum Ligationsansatz gegeben, meist in einem Verhältnis 1:5 Vektor zu 

Insert, wobei maximal 100 ng Vektor bei 20 ɛl Reaktionsvolumen eingesetzt wurden. Das 

Mengenverhältnis wurde entweder über die Agarose-Gelelektrophorese abgeschätzt oder 

photometrisch bestimmt. Nach beendeter Ligation wurde die Ligase durch Inkubation für 

15 min bei 65°C inaktiviert und nach dem Abkühlen wurde der Ligationsansatz für die 

Transformation verwendet (s. B.2.2.5). 

B.2.2.3.7 Zwischenklonierung 

Bestimmte DNA-Fragmente wurden in gewünschte Vektoren über entsprechende 

Restriktionsschnittstellen ligiert oder zuerst unter Verwendung von TOPO TA Cloning Kit in 

den pCR®2.1-TOPO®-Vektor zwischenkloniert, bevor sie in die jeweiligen Expressions-

vektoren ligiert wurden. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Dieser 

Vektor wurde vom Hersteller linear mit einem 5´T-Überhang geliefert. Um PCR-Produkte in 
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diesen Vektor zu ligieren, wurden 3´A-¦berhªnge an die Ăblunt-endsñ der PCR-Produkte 

angefügt. Dazu wurde dem PCR-Produkt 1 µl Taq-Polymerase und 1 µl dATPs zugegeben 

und der Ansatz für 10 min bei 72°C inkubiert. Nach dem Abkühlen wurde das PCR-Produkt 

für die Ligation eingesetzt. Nach der Transformation des Ligationsansatzes in chemisch 

kompetente E. coli und der darauf folgenden Inkubation, wurde der Transformationsansatz 

auf Selektionsplatten (LB-Agar mit entsprechendem Antibiotikum) ausplattiert. Die 

gewachsenen Transformanden wurden auf den klonierten DNA-Bereich hin kontrolliert. 

Positive Klone wurden entweder durch die PCR direkt nach der Bakteriolyse oder durch eine 

Plasmidpräparation mit anschließendem Verdau durch Restriktionsenzyme, ermittelt.  

B.2.2.4 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 

B.2.2.4.1 Herstellung Calcium-kompetenter E. coli-Zellen 

Für die Transformation wurden E. coli-Zellen verwendet, die durch die SEM-Herstellung 

(Simple and Efficient Method) eine hohe Transformationsfrequenz (1-3x109 cfu/ɛg Plasmid-

DNA) besitzen. Eine Übernachtkultur wurde ca. 1:100 (OD600 nm 0,005) in 250 ml LB-Medium 

verdünnt und in einem 2 l Kolben bei 18°C unter starkem Schütteln (150-200 g) bis zu einer 

OD600 nm von 0,6 kultiviert. Nach Erreichen dieses OD-Werts wurden die Bakterien 10 min auf 

Eis inkubiert und anschließend 10 min bei 5.000 g und 4°C zentrifugiert. Das Sediment 

wurde in 80 ml eiskalter TB-Lösung resuspendiert, wiederum 10 min auf Eis inkubiert und 

erneut für 10 min bei 5.000 g und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet vorsichtig 

in 20 ml eiskalter TB-Lösung resuspendiert und DMSO wurde bis zu einer Endkonzentration 

von 7 % zugegeben. Nach einem erneuten Inkubieren der Zellen für 10 min auf Eis, wurden 

die nun kompetenten Bakterien in spezielle Einfriergefäße zu je 200 ɛl aliquotiert und sofort 

in flüssigem Stickstoff (-198°C) eingefroren und gelagert. 

TB-Puffer: 10 mM Pipes; 15 mM CaCl2; 250 mM KCl, pH 6,7; 55 mM MnCl2 (Endkonzentration) 

B.2.2.4.2 Herstellung elektrokompetenter Yersinien 

Eine ÜK wurde 1:40 in 100 ml BHI-Medium und entsprechendem Antibiotikum verdünnt und 

bei 27°C bis zu einer OD600 von 0,3 bis 0,5 angezogen und anschließend 10-15 min auf Eis 

inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C mit vorgekühlten Geräten und Lösungen 

durchgeführt. Die Zellen wurden pelletiert (10 min bei 4.200 g) und zweimal mit 30 ml 

H2Obidest. gewaschen. Ein letzter Waschschritt erfolgte in 10 %igem Glycerin. Je nach Größe 

des gewonnenen Pellets wurden die nun elektrokompetenten Zellen in 0,5-1,5 ml 10 %iger 

Glycerin-Lösung resuspendiert, zu je 100 ɛl in vorgekühlte autoklavierte Eppendorf-

Reaktionsgefäße aliquotiert, in Trockeneis schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
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B.2.2.4.3 Herstellung elektrokompetenter Yersinien für die homologe Rekombiantion 

Für die ET-Klonierung zur Herstellung von Mutanten die mit einem Tetracystein-tag an einem 

Yop-Protein versehen wurden, wurden zuerst elektrokompetente Yersinien hergestellt (wie 

im letzten Abschnitt beschrieben), in die dann der Vektor pKD46 elektroporiert wurde. Nach 

der Transformation wurden die Klone auf AmpR-Agarplatten selektioniert. Nach Überprüfung 

der Transformanden durch eine Plasmid-Präparation (s. B.2.2.1) wurde ein als positiv 

identifizierter Klon erneut elektrokompetent gemacht. Dabei wurde eine ÜK 1:40 in LB-

Medium verdünnt, Ampicillin mit einer Konzentration von 50 ɛg/ml zugegeben sowie mit 

0,1 % L-Arabinose, zur Induktion der Rekombinasefunktionen, versetzt. Die 

Bakteriensuspension wurde bei 27°C bis zu einer OD600 von etwa 0,4 inkubiert, anschließend 

für 10-15 min auf Eis gestellt und dann dreimal je 10 min bei 4.200 g und 4°C in 

autoklavierter eiskalter 10 %iger Glycerin-Lösung gewaschen. Nach dem letzten 

Zentrifugationsvorgang wurde das Bakterienpellet, je nach Größe, in 300-500 ɛl 10 %igem 

Glycerin aufgenommen, zu je 100 ɛl aliquotiert und direkt für eine Transformation 

bereitgestellt. Die restlichen Aliquots wurden sofort schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

B.2.2.5 Transformation 

B.2.2.5.1 Transformation von E. coli mittels Calcium-Methode 

Ein Aliquot Calcium-kompetenter Bakterien (s. B.2.2.4.1) wurde auf Eis aufgetaut mit 1-10 ɛl 

einer Plasmid-DNA vorsichtig gemischt und auf Eis für 30 min inkubiert. Anschließend folgte 

ein Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C für 90 sek und eine weitere Inkubation auf Eis für 

etwa 5 min. Die Bakteriensuspension wurde mit 800 ɛl vorgewärmten SOC-Medium versetzt 

und 1 h bei 37°C regeneriert. Davon wurden 100 ɛl direkt von der Bakteriensuspension 

abgenommen und auf eine entsprechende Selektionsagarplatte ausplattiert. Der Rest der 

Bakteriensuspension wurde bei 5.000 g für 30 sek abzentrifugiert, der Überstand wurde 

abgekippt, die Bakterien in dem verbleibenden Medium (ca. 50 ɛl) resuspendiert und auf 

eine weitere Selektionsagarplatte ausplattiert. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37°C. 

Als Kontrollen wurden Transformationsansätze ohne Plasmid mitgeführt. 

SOC-Medium: 2 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; autoklavieren; 

  10 mM MgCl2 x 6H2O und 1 M MgSO4 x 7H2O, sterilfiltriert; 2 mM Glukose, sterilfiltriert 

B.2.2.5.2 Transformation elektrokompetenter Yersinien 

Ein Aliquot elektrokompetenter Yersinien wurde auf Eis aufgetaut und in eine gereinigte und 

vorgekühlte Transformationsküvette transferiert. Es wurde die zu transformierende Plasmid-

DNA oder der Ligationsansatz zugegeben und in einem Elektroporationsgerät bei einer 
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Spannung von 2,5 kV, einer Kapazität von 25 µF und einem Widerstand von 200 ɋ 

elektroporiert. Die Zeit des Strompulses betrug etwa 4-5 msek. Die elektroporierten 

Bakterien wurden in 1 ml BHI-Medium überführt und 1 h bei 27°C geschüttelt. Anschließend 

wurden direkt 100 µl der Zellsuspension auf eine entsprechende Selektionsplatte ausplattiert. 

Der Rest der Zellsuspension wurde bei 5.000 g für 30 sek abzentrifugiert, der Überstand 

wurde abgekippt, die Bakterien in dem verbleibenden Medium resuspendiert und auf eine 

weitere Selektionsagarplatte ausplattiert. Diese beiden Platten wurden für 1-2 Tage bei 27°C 

inkubiert. 
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B.2.3 Biochemische Methoden 

B.2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Um die Proteinmenge zu bestimmen, wurde die Proteinquantifizierung nach Bradford 

angewandt. Dafür wurde ein Farbstoff-Konzentrat (Bio-Rad Laboratories, München, 

Deutschland) verwendet und nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Durch die Bindung 

des sauren Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau an Proteine kommt es zu einem Farb-

umschlag von rotbraun zu blau, dessen Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 

595 nm liegt. Die Absorption wurde photometrisch bestimmt und mit Hilfe einer Eichgeraden, 

die mit einer Stammlösung aus BSA (1-50 µg) angefertigt wurde, konnte die Protein-

konzentration bestimmt werden. 

B.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Nicht nur DNA-Moleküle können im elektrischen Feld auf Grund ihrer Ladung durch die 

Elektrophorese aufgetrennt werden, sondern auch Proteine. Bei der Polyacrylamid-

Gelelektrophorese werden die Proteine zunächst im SDS-Probenpuffer bei 95°C für 5 min 

gekocht (denaturiert). Das in dem Probenpuffer enthaltene ɓ-Mercaptoethanol reduziert 

dabei vorhandene Disulfidbrücken zwischen Cysteinen, während das anionische Detergenz 

SDS die Sekundär-, Tertiär- und Quartär-Strukturen der Proteine löst, wodurch die Proteine 

komplett entfaltet werden. Dadurch dass SDS an die Polypeptide quantitativ bindet (ein 

Molekül SDS pro zwei Aminosäurereste), wird die Eigenladung der Proteine überdeckt. Es 

entstehen Mizellen mit konstanter negativer Ladung. Dadurch wandern die Moleküle auf 

einem elektrischen Feld zur Anode und werden proportional zur Größe des Polypeptids und 

somit zum Molekulargewicht getrennt. Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte 

nach dem Protokoll von Laemmli (1970). Die Laufrichtung verlief vertikal und besaß eine 

Länge von etwa 6 cm (kleine Gele; Mini Protean 3, Bio-Rad Laboratories, München, 

Deutschland) bzw. 15 cm (große Gele; Hoefer SE 400, Amersham Biosciences, Freiburg, 

Deutschland). Trenn- und Sammelgele wurden nach dem Protokoll von Sambrook et al., 

(1989) angefertigt. Bei kleinen Gelen wurde die Auftrennung bei 150 V für ca. 1 h und 15 min 

durchgeführt, während die großen Gele bei 250 V etwa 3 h liefen. Als Größenstandard wurde 

der BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder oder der SeeBlueÑ Plus2, prestained 

verwendet (s. Tab. 10). Nach dem Gellauf wurden die Proteine entweder für einen 

anschließenden Immunoblot auf Nitrozellulose einer oder PVDF-Membran transferiert oder 
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die Proteine wurden durch Färbung mit Coomassie Blau sichtbar gemacht (s. nächste 

Abschnitte).  

Trenngel 10 %:  3,7 ml 30 %iges Acrylamid; 5,0 ml 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8; 200 µl 10 %iges SDS; 

   20 µl TEMED; 40 µl APS; 1,1 ml H2Obidest. 

Sammelgel 3 %:  0,37 ml 30 %iges Acrylamid, 1,1 ml 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8; 50 µl 10 %iges SDS,  

   20 µl TEMED; 20 µl APS; 0,85 ml H2Obidest. 

10x Laufpuffer:  25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1 % SDS 

2x SDS-Probenpuffer: 125 mM Tris/HCl, pH 6,8; 4 % SDS; 20 % (
v
/v) Glycerin; 0,3 mM Bromphenolblau; 

2 % (
m
/v) ɓ-Mercaptoethanol 

B.2.3.3 Detektion von Proteinen 

B.2.3.3.1 Coomassie-Färbung 

Nach der Elektrophorese wurde das Polyacrylamid-Gel für ca. 45 min mit der Coomassie-

Lösung bei RT unter mechanischem Schwenken gefärbt. Dabei bindet dieser 

Triphenylmethanfarbstoff unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitengruppen von 

Polypeptiden. Zur anschließenden Entfärbung wurde das Gel mit der Entfärbelösung 

mehrere Male gewaschen, bis das Gel entfärbt, die Proteinbanden aber sichtbar blau 

markiert waren. Mit Hilfe eines mit aufgetragenen Proteinmarkers konnten die 

Molekulargewichte der Proteine bestimmt werden. 

Coomassie Blau-Färbelösung: 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R250 in 40 % Methanol und 7 % Essigsäure 

Entfärbelösung:   50 % (
v
/v) Methanol; 7,5 % (

v
/v) Essigsäure 

B.2.3.3.2 Proteintransfer auf Membranen 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine im SDS-Gel, wurden die Proteine mit 

Hilfe des elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulose bzw. eine PVDF-Transfermembran 

übertragen (Elektroblot) und immobilisiert, wobei das Trennungsmuster der Proteine erhalten 

bleibt. Im Gegensatz zur Nitrozellulose-Membran wurde die PVDF-Membran zuerst auf 

beiden Seiten für etwa 5 sek in Methanol geschwenkt. Nachdem Gel und Transfermembran 

im Blotpuffer für 5-10 min äquilibriert wurden, wurden sie luftblasenfrei zwischen zwei 

Blotpuffer-getränkten Schwämmen und zwei Lagen ĂWhatmanpapierñ gelegt und in eine 

Tankblotkammer eingesetzt, die mit Blotpuffer gefüllt wurde. Der Proteintransfer aus einem 

Gel erfolgte unter Kühlung bei 80 V für 30-45 min. Wenn gleichzeitig zwei Gele geblotet 

wurden, fand der Transfer bei 100 V für 1 h statt. Bei dem Transfer von großen SDS-Gelen 

wurde über Nacht bei 4°C und bei 40 V für etwa 16 h geblotet. 

1x Blotpuffer: 25 mMTris; 190 mM Glycin; 10-20 % Methanol (
v
/v) (nur bei PVDF-Membran) 
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B.2.3.3.3 PonceauS Rot-Färbung 

Die PonceauS Rot-Färbung ermöglicht das reversible Anfärben von immobilisierten 

Proteinen einer Transfermembran und stellt dadurch eine Kontrolle des Proteintransfers dar. 

Die Membran wurde nach dem Transfer etwa 1-2 min mit PonceauS Rot-Färbelösung 

geschwenkt und anschließend unter Wasser solange gespült, bis die Proteinbanden sichtbar 

waren. Der Proteinstandard oder spezielle Banden in den Proben wurden bei Bedarf mit 

Bleistift markiert. Ansonsten konnte sofort mit der Immundetektion begonnen werden und die 

unspezifischen Proteinbindestellen auf der Membran mit der Blockierungslösung abgesättigt 

werden, ohne die rote Färbung vorher vollständig abzuwaschen. 

PonceauS Rot: 2 % Ponceau in 3 % Trichloressigsäure 

B.2.3.3.4 Indirekte Immundetektion von Proteinen (Western Blot, Elektroblot) 

Die Detektion von Proteinen in einem Immunoblot beruht auf einer Bindung eines 

spezifischen Antikörpers an das entsprechende Antigen. Diese Methode wurde durchgeführt, 

um in Y. enterocolitica oder in E. coli exprimierte Proteine spezifisch nachweisen zu können. 

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurden die freien Bindungsstellen geblockt, 

bevor die Membran mit dem spezifischen Primärantikörper inkubiert wurde. Daher wurden 

die Membranen entweder 1 h bei RT oder bei 4°C über Nacht in Blockierungspuffer inkubiert. 

Nach dreimaligem Waschen für etwas 5 min mit TBS-T-Puffer erfolgte die Bindung des 

Erstantikörpers unter leichtem Schwenken bei RT für 1 h. Hierzu wurde der Primärantikörper 

1:1.000 bzw. 1:5.000 in TBS-T-Puffer verdünnt und pro Membran, transferiert von kleinen 

SDS-Gelen, in einem Volumen von 10 ml eingesetzt (bei großen Membranen 25 ml). Nach 

der Inkubation wurde nicht-gebundener Primärantikörper durch dreimaliges Waschen in 

TBS-T für je 5 min entfernt. Zur Detektion des ersten Antikörpers wurde die Membran dann 

für 1 h mit einem zweiten Antikörper inkubiert, der spezifisch an den ersten Antikörper bindet 

und gleichzeitig mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase, HRP) 

konjugiert ist. Der Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper gegen Maus bzw. 

Kaninchen wurde 1:10.000 in TBS-T-Puffer verdünnt, eingesetzt. Nach erneutem Waschen, 

wurde die Membran mit Detektions-Reagenzien 1 und 2 (im Verhältnis 1:1 gemischt) des 

ECL-Kits für 2 min bei RT unter leichtem Schwenken versetzt. Anschließend wurde die 

Membran in handelsüblicher Haushaltsfolie eingewickelt und in einer Autoradiographie-

Kassette fixiert. Die Chemilumineszenz bei der ECL-Färbung entsteht durch die Zugabe von 

Peroxidasesubstrat und Luminol zum Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper. 

Peroxidase ist ein Enzym, dass die Oxidation von Luminol katalysiert und damit Licht 

emittiert, welches auf Autoradiographie-Filme (Fuji Foto Film, Düsseldorf, Deutschland) 
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sichtbar gemacht werden kann. Für die Belichtung wurden mehrere Autoradiographie-Filme 

je nach Stärke des Luminiszenzsignals unterschiedlich lang belichtet. Die Entwicklung der 

belichteten Filme erfolgte automatisch in einem Entwicklungsgerät. 

TBS-T:   40 mM Tris/HCl pH 7,4; 200 mM NaCl; 0,1 % Tween-20 

Blockierungspuffer:   10 % Milchpulver und 1 % BSA in TBS-T 

B.2.3.3.5 ĂStrippenñ einer Blot-Membran 

Um dieselbe Blotmembran, die bereits schon mit Antikörpern beladen und entwickelt wurde 

auch mit anderen Antikörpern zur Detektion anderer Proteine inkubieren zu können, musste 

der spezifisch gebundene Primärantikörper entfernt werden, was als sog. ĂStrippenñ 

bezeichnet wird. Dazu wurde die Transfermembran mit ĂStripñ-Puffer für 30 min in einem 

50°C heißen Wasserbad inkubiert. Das in der ĂStripñ-Lösung enthaltene SDS und DTT 

führen zur Denaturierung des Antikörpers. Anschließend wurde die Membran 2x mit TBS-T 

gewaschen, um die Membran von der restlichen ĂStripñ-Flüssigkeit zu befreien. Danach 

wurde erneut für 1 h oder bevorzugt über Nacht geblockt. Nach dem Blocken wurde, wie 

bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, weiter verfahren. 

ĂStripñ-Puffer: 62,5 mM Tris/HCl pH 6,7; 2 % SDS; 50 mM DTT (frisch zugeben) 

B.2.3.4 Isolierung von sekretierten Yop-Proteinen aus dem Kulturüberstand  

Bei einer Temperatur von 37°C und unter Ca2+-Mangel erfolgt im BHI-Medium die Sekretion 

der Yop-Proteine (sog. freigesetzte Proteine, FP) in den Kulturüberstand (Heesemann et al., 

1986). Eine Yersinia-Übernachtkultur (27°C, Zusatz von Antibiotika) wurde 1:40 in BHI-

Medium verdünnt und bei 37°C für 2 h inkubiert. Die Stimulation der Sekretion erfolgte durch 

Zugabe von EGTA, Glukose und MgCl2 bei 37°C für weitere 3 h. Danach wurden die 

Bakterien für 15 min bei 4.200 g und 4°C zentrifugiert und die sekretierten Proteine im 

Kulturüberstand mit TCA gefällt (s. B.2.3.4.2). Aus dem übrig gebliebenen Pellet wurde ein 

Zelllysat hergestellt (s. nächster Abschnitt). 

Stimulationssupplemente: 5 mM EGTA; 0,2 % (
m
/v) Glukose; 10 mM MgCl2 

B.2.3.4.1 Herstellung von Zelllysaten 

Das Bakterienpellet wurde mit 200 µl Bug Buster versetzt und für etwa 30 min bei RT 

schwenkend lysiert. Unlösliche Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 16.000 g für 

20 min bei 4°C entfernt. Vom Überstand wurden 20 µl in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt, in 20 µl Probenpuffer gelöst und aufgekocht. Dieses Zelllysat wurde neben den 

freigesetzten Yop-Proteinen auf ein SDS-Gel aufgetragen und bildet die Kontrolle des 

intakten Bakteriums. 
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B.2.3.4.2 Trichloressigsäure-Fällung (TCA) 

Die TCA-Fällung ist eine denaturierende Fällung der Proteine aus dem Kulturüberstand und 

wird angewendet, um Proteine durch SDS-Gelelektrophorese aufzutrennen und zu 

detektieren. Zum Präzipitieren der Proteine wurde der Kulturüberstand mit 10 %iger (v/v) 

Trichloressigsäure versetzt und über Nacht auf Eis bei 4°C gefällt. Danach wurde bei 

14.000 g und 4°C für 20 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Säure im Pellet 

wurde mit eiskaltem Aceton herausgewaschen und bei 12.000 g und 4°C für 15 min 

abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Der letzte Waschschritt erfolgte mit 

H2Obidest. Das Pellet wurde in Probenpuffer aufgenommen, aufgekocht und auf ein SDS-Gel 

aufgetragen (s. B.2.3.2) und analysiert. 

B.2.3.5 Nitrocefin vermittelter ɓ-Laktamase-Assay 

Um zu überprüfen, ob die in den hergestellten Yop-Bla-Konstrukten exprimierte ɓ-Laktamase 

sezerniert wird oder um die Aktivität der ɓ-Laktamase messen zu können, wurde das 

Substrat Nitrocefin eingesetzt. Nitrocefin ist ein chromogenes Cephalosporin mit einem 

Extinktionsmaximum bei ɚ= 390 nm (gelb). Wird die Amidbindung des ɓ-Laktamrings durch 

eine ɓ-Laktamase hydrolysiert, so verschiebt sich das Extinktionsmaximum von gelb nach rot 

(486 nm). Das lyophilisierte Nitrocefinpulver wurde in 1,9 ml Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0) 

und 0,1 ml Dimethylsulphoxid gelöst, gut gemischt, in lichtundurchlässige Eppendorfgefäße 

portioniert und bei -20°C gelagert.  

Von den Reporter-Yersinien wurden die sekretierten Yops aus dem Kulturüberstand isoliert 

(s. B.2.3.4). Anschließend wurden je 100 µl der Kulturüberstände in schwarzen 96er 

Mikrotiterplatten mit durchsichtigen Böden pipettiert und kurz bevor die Platte in den 

microplate reader (Fluostar Optima, BMG Labtech, Jena, Deutschland) gelegt wurde, wurden 

je 5 µl der Nitrocefin-Lösung zugegeben. Sofort nach der Zugabe des Nitrocefins wurde die 

Intensität des jeweiligen Farbumschlages photometrisch bestimmt.  

B.2.3.6 LumioTM In-Gel-Färbung zur Detektion des FlAsH-tags 

Die LumioTM In-Gel-Färbung (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) basiert auf der FlAsH 

(Fluorescein Arsenical Hairpin Binder)-Technologie, die arsenhaltige Reagenzien benutzt, 

um am Tetracysteinmotiv von Proteinen zu binden und diese somit zu detektieren (Griffin et 

al., 1998). Das dabei verwendete LumioTM Green-Detection-Reagenz enthält zwei 

Arsengruppen und ist nicht fluoreszent. Erst durch die Bindung an den Tetracystein-tag in 

der jeweiligen yop-Sequenz, wird eine Fluoreszenz erzeugt, die im SDS-Gel mittels 

Fluoreszenzimager detektiert werden kann. 
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Das Färben der Yop Proteine, die mit dem Tetracysteinmotiv fusioniert sind, erfolgte nach 

dem Protokoll des Herstellers. Dazu wurden sekretierte Yop-Proteine, fusioniert mit einem 

Tetracystein-tag, aus dem Überstand von Yersinienstämmen gewonnen (s. B.2.3.4). Das 

Fusionieren des Tetracystein-tags am spezifischen Yop-Protein erfolgte mittels ET-

Klonierung, wie in Kapitel B.2.2.6 beschrieben.  

Aus 2 ml sekretiertem Überstand wurde das gewonnene Pellet nach Fällung mit TCA (s. 

B.2.3.4.2) in 20 µl 1x LumioTM Gel-Probenpuffer resuspendiert. Zu den Proteinproben wurden 

0,2 µl LumioTM Green-Detection-Reagenz hinzugefügt, gut gemischt und für 10 min bei 70°C 

inkubiert. Anschließend wurden die Proben nach dem Abkühlen kurz abzentrifugiert und 2 µl 

LumioTM In-Gel-Detection-Enhancer wurde hinzugefügt, gut gemischt und 5 min bei RT 

stehen gelassen. Von den angefärbten Proteinproben wurden jeweils 10 µl auf 10-12 % 

SDS-Gele (s. B.2.3.2) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Beenden 

des Gellaufes wurde das Gel auf den Fluoreszenzimager aufgelegt und die Fluoreszenz 

detektiert und dokumentiert. Dieselben Proben wurden auf ein zweites SDS-Gel aufgetragen 

und einer Western Blot-Analyse unterzogen. Der Western Blot (s. B.2.3.3.2) gab Aufschluss 

über die Sekretion von Yop-Proteinen, fusioniert mit Tetracystein-tag, im Vergleich zu Yop-

Proteinen vom Yersinia-Wildstamm WA(pYV). Da mit dieser LumioTM-Färbung sekretierte 

Proteine, außerhalb der Bakterienzelle, angefärbt werden, wird sie im Folgenden auch 

LumioTM-Post-Färbung benannt. 
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B.2.4 Zellbiologische und immunologische Methoden 

B.2.4.1 Kultivierung von Zelllinien 

B.2.4.1.1 Kultivierung von HeLa und HEK-293-Zellen 

HeLa (Epithelzellen des Cervixkarzinoms von Henrietta Lacks) sowie HEK-293 (Human 

embryonic kidney)-Zellen wurden in 13 ml Voll-Medium in Gewebekulturflaschen (80 cm2, 

175 cm2, NUNC, Wiesbaden, Deutschland) ausgesät und bei 37°C und 5 % CO2 gesättigter 

Atmosphäre kultiviert. Sollten konfluente Zellen passagiert werden, wurde das Medium 

entfernt und die Zellen mit sterilem PBS durch vorsichtiges Schwenken gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen mit 5 ml Trypsin-EDTA (1x, Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, 

Deutschland) beschichtet und für ca. 2 min bei 37°C inkubiert. Das Ablösen der Zellen vom 

Untergrund wurde durch Klopfen gegen die Kulturflasche unterstützt und das Trypsin wurde 

durch Zugabe von 5 ml Voll-Medium inaktiviert, sowie das zytotoxische EDTA gebunden. Die 

abgelösten Zellen wurden bei 400 g für 5 min sedimentiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und die Zellen wurden in entsprechender Verdünnung im Kulturmedium 

resuspendiert und dann in frische Kulturflaschen überführt.  

Voll-Medium: DMEM mit 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 10 mM HEPES 

B.2.4.1.2 Kultivierung von GM-CSF exprimierenden GX3-Zellen 

GX3-Zellen sind Zellen, die mit murinem GM-CSF-Gen stabil transfiziert sind (Granulocyte-

Macrophage Colony Stimulating Factor) und dieses Zytokin in den Kulturüberstand 

sekretieren. Dieser Faktor wird zur Ausdifferenzierung von dendritischen Zellen aus 

Knochenmarkzellen benötigt. Die Anzucht der GX3-GM-CSF-Zellen erfolgte in einer 75 cm2 

Zellkulturflasche mit 12 ml Medium unter Zugabe von G418, wobei die Zellen beim Erreichen 

einer Zelldichte von ca. 70-80 % auf zwei Flaschen verteilt wurden. Ein Teil der Zellen wurde 

weggefroren. Dabei wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in Einfriermedium resuspendiert 

und auf Kryoröhrchen verteilt, die sofort bei -80°C gelagert wurden. Der Rest der Zellen 

wurde auf 175 cm2 Kulturflaschen überführt, je 100 ml Medium ohne G418 zugegeben, gut 

verteilt und solange bei 37°C inkubiert, bis die Zellen kurz vor dem Absterben waren, was 

etwa 10 Tage dauerte. Das Medium wurde bei 300 g für 5 min abzentrifugiert und der 

Überstand durch einen 0,22 µm Filter sterilfiltriert. Der GM-CSF enthaltende Zell-Überstand 

wurde in 50 ml Falcontubes aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Einfriermedium:  45 % FCS; 10 % DMSO in DMEM 
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B.2.4.1.3 Kultivierung von M-CSF exprimierenden L929-Zellen 

L929-Zellen sind murine Fibroblasten, die M-CSF (Monocyte Colony Stimulating Factor) in 

den Kulturüberstand sekretieren, welches die Differenzierung von Knochenmarkzellen zu 

Monozyten induziert. Die adhärenten L929-Zellen wurden in 75 cm2 Zellkulturflaschen 

kultiviert und nach 3 Tagen trypsiniert, abzentrifugiert und auf mehrere Flaschen verteilt. 

Nach weiteren 3 Tagen wurden die Zellen erneut trypsiniert, abzentrifugiert und auf die 

doppelte Menge an Zellkulturflaschen verteilt. Nun wurden bei ca. 50 %iger Konfluenz alle 

zwei Tage der Überstand gesammelt und frisches Medium auf die Zellen gegeben. Dies 

wurde solange wiederholt, bis sich die Zellen vom Boden abgelöst haben (etwa 3-mal). Der 

gesammelte Kulturüberstand wurde zuerst durch einen Faltenfilter, danach durch eine 

Sterilfiltermembran mit einer Porengröße von 0,22 µm filtriert und in Aliquots zu je 50 ml bei  

-20°C eingefroren.  

Kulturmedium: 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin; 10 % FCS; 

 50 µM ɓ-Mercaptoethanol in DMEM 

B.2.4.1.4 Zellzahlbestimmung 

Um Versuche miteinander vergleichen zu können, wurden genau definierte Zellzahlen 

eingesetzt. Die Zellzahl wurde im Anschluss an die Trypsinierung in einer Neubauer-

Zählkammer bestimmt. Für die Färbung wurde die Zellsuspension 1:1 mit einer Trypanblau-

Lösung (0,5 % in PBS) gemischt und auf eine Neubauer-Zählkammer aufgetragen. 

Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der nur die zerstörte Zellmembran von toten Zellen 

durchdringen kann und diese tiefblau färbt. Dadurch können tote Zellen von den lebenden 

Zellen unterschieden werden. Es wurden mindestens zwei der vier Großquadrate (in je 4 x 4 

Quadrate unterteilt) unter dem Mikroskop ausgezählt. Die Anzahl der Zellen pro ml wurde mit 

folgender Formel ermittelt: Mittelwert der vier Quadrate x Verdünnungsfaktor x 104.  

B.2.4.1.5 Kryokonservierung der Zellen 

Die Zellen (106-107) wurden 5 min bei 400 g sedimentiert, in vorgekühltem Einfriermedium 

aufgenommen, in Kryoröhrchen überführt und zunächst für 24 h bei -20°C, dann bei -80°C 

gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff. Das Auftauen der Zellen 

erfolgte sehr schnell, um die toxische Wirkung von DMSO zu verhindern. Daher wurde die 

Zellsuspension zuerst in einem 37°C Wasserbad aufgetaut, in 37°C vorgewärmtem Medium 

gewaschen und anschließend in der entsprechenden Gewebekulturflasche bei 37°C 

kultiviert. 

Einfriermedium: 10 % DMSO, 20 % FCS in DMEM 
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B.2.4.2 Gewinnung von Makrophagen und DCs aus dem Knochenmark 

Tibia- und Femurknochen wurden aus den Mäusen präpariert und von Geweberesten befreit. 

Die Sehne zwischen Ober-und Unterschenkelknochen wurde durchtrennt und die Knochen 

durch kurzes Schwenken in Ethanol desinfiziert. Anschließend wurden die Knochen mit viel 

PBS gespült und die jeweiligen Knochenenden unter sterilen Bedingungen abgeschnitten. 

Das Knochenmark wurde mit einer Injektionsnadel (0,45 µm Durchmesser) und kaltem PBS 

ausgespült und im Falcon auf Eis gesammelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert und mit PBS 

für 10 min bei 400 g und 4°C gewaschen. Anschließend wurden die Zellen, je nach 

Ausdifferenzierungsart, in M-CSF-Medium (für Makrophagen) oder in GM-CSF-Medium (für 

DCs) resuspendiert, gezählt und in bakteriologische Petrischalen (5x106 pro Schale und 

10 ml Medium) bei 37°C und 5 % CO2 gesättigter Atmosphäre inkubiert. 

B.2.4.2.1 Ausdifferenzierung zu DCs 

Zur Ausdifferenzierung der Knochenmarkzellen zu dendritischen Zellen (DCs) wurde ein GM-

CSF konditioniertes Medium verwendet (Lutz et al., 1999). Drei Tage nach der 

Knochenmarksentnahme wurden den Zellen 10 ml frisch angereichertes Medium zugefügt. 

Nach weiteren 3 und 4 Tagen wurden jeweils 10 ml des Kulturüberstandes abzentrifugiert, 

das Zellpellet in frisch angereichertem Medium sanft resuspendiert und zurück in die 

Petrischale zu der adhärenten Fraktion gegeben. Schließlich sollten am 9. Tag etwa 75 % 

der Zellen zu dendritischen Zellen ausdifferenziert sein. Die nicht adhärenten Zellen wurden 

mit Medium vorsichtig vom Plattenboden gespült, in ein Falcontube überführt und 

abzentrifugiert. Die Zellen wurden mit DMEM, ohne GM-CSF und FCS, gewaschen, in 

diesem resuspendiert und für weitere 24 h bei 37°C inkubiert, um dann in Versuch 

genommen zu werden. 

DC-Medium: 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin; 10 % FCS; 15 % GM-CSF; 

 50 µM ɓ-Mercaptoethanol in DMEM 

B.2.4.2.2 Ausdifferenzierung zu Makrophagen 

Zur Ausdifferenzierung zu Makrophagen aus isolierten Knochenmarkzellen wurde M-CSF 

konditioniertes Medium (LCCM) verwendet. Ein Tag nach der Knochenmarksentnahme 

wurden nicht-adhärente Zellen abgespült, ausgezählt und 5x106 Zellen pro Zellkulturschale 

ausgesät. Am dritten Tag wurde 1x Volumen an M-CSF-Medium zugegeben und für weitere 

5 Tage bebrütet. Schließlich waren die Zellen 8 Tage nach der Knochenmarksentnahme zu 

Makrophagen ausdifferenziert. Die Zellen wurden durch gründliches Pipettieren 



B.  MATERIAL UND METHODEN 

56 

aufgenommen, mit DMEM, ohne LCCM und FCS, gewaschen und in diesem für weitere 24 h 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen für Versuche eingesetzt. 

M-CSF-Medium: 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin; 10 % FCS; 15 % LCCM; 

50 µM ɓ-Mercaptoethanol in DMEM 
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B.2.5 Infektionsbiologische Methoden 

B.2.5.1 In vitro Infektionsversuche 

B.2.5.1.1 Vorbereitung von Yersinien für in vitro Infektionsversuche 

Eine Übernachtkultur von Y. enterocolitica wurde 1:40 in einem Endvolumen von 5 ml BHI-

Medium verdünnt und 90 min bis 2 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Es wurde 2,5 mM 

CaCl2 zugegeben, um eine Yop-Sekretion in den Kulturüberstand zu inhibieren, aber 

dennoch die Yop-Synthese zu induzieren. Nach der Inkubation wurden die Kulturen für 5 min 

auf Eis gestellt, anschließend 10 min bei 4.500 g zentrifugiert, mit PBS gewaschen und in 

dem jeweiligen Infektionsmedium resuspendiert. Danach wurde die optische Dichte bei 

ɚ=600 nm gemessen. Um sicher zu stellen, dass eine Infektion mit einer definierten 

Bakterienkonzentration durchgeführt wird, wurde eine Bakterienzahl von 5x107 

Yersinien/15 µl mit der Formel: 

gemessene OD 600 nm * Volumen

0,36                        
x = - Volumen

 

bestimmt. Die Infektion der eukaryotischen Zellen wurde je nach Bedarf mit einer MOI 

(multiplicity of infection = Verhältnis von Anzahl der Bakterien zur Anzahl eukaryotischer 

Zellen) von 5, 25, 50 oder 100 durchgeführt. 

B.2.5.1.2 Infektion von Zellen 

Ein Tag vor dem Infektionsexperiment wurden Deckgläschen mit Ethanol abgeflammt und in 

Mikrotiterplatten (NUNC, Wiesbaden, Deutschland) gelegt, bevor wachsende konfluente 

Zellen mit einer bestimmten Zellkonzentration (von 0,5x105 bis 2x105 Zellen/Napf) ausgesät 

wurden. Dabei wurde das entsprechende Zellvolumen auf die Deckgläschen tropfenförmig 

aufgebracht und durch leichtes Schwenken gut verteilt. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten 

wurden mit dem entsprechenden Zellkulturmedium so aufgefüllt, dass 2/3 der Vertiefung 

gefüllt war. Am Tag der Infektion wurden die Zellen zweimal mit vorgewärmtem PBS 

gewaschen, um Antibiotika-Rückstände zu entfernen, und anschließend mit dem 

entsprechendem Medium (DMEM ohne Zusätze, OptiMEM oder HBSS, Gibco-Invitrogen, 

Karlsruhe, Deutschland) bedeckt. Die Y. enterocolitica-Stämme, mit denen die Infektion 

erfolgte, wurden wie oben beschrieben, vorbereitet. Für die Infektion der Zellen wurde die 

Menge der Bakterien in die Mikrotiterplatten gegeben, die dem jeweils gewünschten 

Verhältnis von Bakterien zu Zellen entsprach. Die Bakterien wurden bei 100 g für 5 min auf 
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die Zell-Monoschicht zentrifugiert und die Mikrotiterplatten bei 37°C inkubiert. Die Infektion 

wurde beendet, indem das Medium abgesaugt wurde und die Zellen mit 3,7 % 

Formaldehyd/PBS für 10 min bei RT fixiert wurden. Dann folgte ein dreimaliges Waschen der 

Zellen mit PBS. Um die Hintergrundfluoreszenz von überschüssigen Aldehydgruppen zu 

minimieren, wurden die Zellen 20 min mit 50 mM NH4Cl inkubiert und erneut zweimal mit 

PBS gewaschen. Die Deckgläschen wurden vorsichtig aus den Näpfen genommen und 

umgekehrt, auf mit Mowiol-Tropfen versehenen Objektträgern, luftblasenfrei aufgelegt. Die 

Ränder der Deckgläschen wurden mit Nagellack versiegelt, um die Haltbarkeit der Präparate 

zu verlängern. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX61, 

Olympus, Hamburg, Deutschland). Die Präparate wurden im Kühlschrank unter Licht-

abschluss gelagert.  

Mowiol: 6 mg Glycerol; 2,4 mg Mowiol; 12 ml 0,2 M Tris/HCl, pH 8,5; 6 ml H2Obidest. 

B.2.5.1.3 Invasions-Test mit HeLa-Zellen 

Der Invasions-Test soll Aufschluss darüber geben, welche Yersinienstämme beim Infizieren 

der HeLa-Zellen extrazellulär bzw. intrazellulär bleiben und somit zeigen ob sie phagozytiert 

werden oder nicht. Dies wiederum lässt auf die Virulenz des jeweiligen Yersinia-Stamms 

schließen, denn nicht phagozytierte Yersinien sind virulenter als die Yersinia-Stämme, die 

phagozytiert werden (pYV-kodierte Phagozytoseresistenz). 

Die HeLa-Zellen wurden einen Tag vor Versuchsbeginn in 24 Mikrotiterplatten mit 0,5x105 

Zellen/Napf ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Yersinien für die Infektion vorbereitet (s. 

B.2.5.1.1) und auf eine OD600 nm von 0,1 geeicht. Die Infektion wurde in DMEM mit einer 

MOI 50 an HeLa-Zellen durchgeführt. Dafür wurde das Medium zusätzlich mit 20 mM 

HEPES und 0,4 % BSA supplementiert. Dabei wurden die Bakterien auf die Zellen gegeben 

und bei 200 g für 3 min zentrifugiert, um den Kontakt der Bakterien mit den Zellen zu 

beschleunigen. Die einzelnen Infektionsversuche wurden jeweils in dreifacher Ausfertigung 

durchgeführt. Zusätzlich erfolgte mit jedem Stamm die Infektion der Zellkulturen bei 27°C 

und 37°C. Zur Untersuchung der Adhäsionsfähigkeit der Yersinia-Stämme auf die HeLa-

Zellen wurden die Infektionsansätze bei RT für 90 min inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen 3x mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgelöst (0,05 % Trypsin/0,53 mM EDTA) und mit 

Lysepuffer für 15 min bei RT behandelt. Alle Stämme wurden unverdünnt und in den 

Verdünnungen 10-2 und 10-4 auf Selektionsmedium ausplattiert und für 24-48 h bei 27°C 

bebrütet. Zur Bestimmung der intrazellulären Bakterien hingegen wurden die 

Infektionsansätze für 90 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde Gentamicin mit einer 

Konzentration von 100 µg/ml zugegeben und für 1 h bei 37°C inkubiert, um alle 
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extrazellulären Bakterien abzutöten. Anschließend wurden die Mikrotiterplatten nach der 

zusätzlichen Gentamicin-Inkubation ebenso behandelt wie die Mikrotiterplatten bei RT. Nach 

der Inkubation wurden die Kolonien auf allen Platten ausgezählt und pro Stamm und 

Temperatur der Mittelwert der adhärierten (27°C) und intrazellulären (37°C) Bakterien 

ermittelt. 

Lyse-Puffer: 0,1 % Triton-X-100 in 1x PBS 

B.2.5.2 Immunfluoreszenz-Mikroskopie 

Zur Bestimmung der Lokalisation von bestimmten Proteinen in einer eukaryotischen Zelle 

mittels Immunfluoreszenz, wurden die Zellen für den Infektionsversuch mit verschiedenen 

Yersinien-Reporter-Stämmen vorbereitet. Dazu wurden die jeweiligen Zellen, (s. B.2.4.1.4) in 

einer bestimmten Zellzahl ausgesät, sowie für Infektionsversuche vorbereitet (s. B.2.5.1.2). 

Dabei wurden entweder Tetracys-Reporter-Yersinien mit der LumioTM In-Cell-Färbung (s. 

B.2.5.2.1) oder Yop-Bla-Reporter-Yersinien mit CCF4-AM (s. B.2.5.2.3) behandelt. Nach 

dem Infektionsende und der intrazellulären Färbung wurden die Zellen fixiert und auf 

Objektträgern mittels Mowiol geklebt (s. B.2.5.1.2). Anschließend wurden die Präparate 

mikroskopiert (Olympus BX61). 

B.2.5.2.1 LumioTM In-Cell-Färbung zur Detektion des FlAsH-tags 

Das LumioTM In-Cell-Green-Reagenz ist ein FlAsH-Reagenz (Fluorescein Arsenical Hairpin 

Binder), und ist ein nicht fluoreszierendes, arsenhaltiges Derivat von Fluorescein (Griffin et 

al., 1998). Das Reagenz ist membranpermeabel und bindet mittels seiner beiden 

Arsengruppen an das Tetracysteinmotiv. Die resultierende Fluoreszenz wurde mit einem 

FITC-Filter im Mikroskop (Olympus BX61) detektiert. Das Versuchsvorgehen wurde nach 

den Angaben des Herstellers durchgeführt. 

Die Yersinia-Stämme wurden für die Infektion, wie im Abschnitt B.2.5.1.1 beschrieben, 

vorbereitet. Anschließend wurde das Bakterienpellet in einer 1x LumioTM Färbelösung 

resuspendiert und für 30-60 min bei RT geschwenkt. Nach der Inkubation wurde die 

Bakteriensuspension abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und in OptiMEM aufgenommen, 

um dann mit der entsprechenden MOI die Zellen zu infizieren (s. B.2.5.1.2). Die Infektion 

wurde für verschiedene Zeitabstände durchgeführt. Anschließend wurde das Medium 

abgenommen, die Zellen in PBS gewaschen, fixiert, in Mowiol eingedeckelt (s. B.2.5.1.2) und 

unter dem Mikroskop als grüne Fluoreszenz beobachtet.  

Da die zytoplasmatischen Tcys-Reporterproteine der lebenden Bakterienzelle angefärbt 

werden, wird die Färbung im Folgenden als LumioTM-Prä-Färbung bezeichnet. 
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B.2.5.2.2 DAPI-Färbung 

DAPI (4´-6-Diamidin-2-phenylindol) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der durch Einlagerung in die 

DNA den Zellkern markiert. Dafür wurden die Zellen mit 10 µg/ml für 2-5 min im Dunkeln bei 

RT inkubiert. Nach dem anschließenden Waschvorgang wurden die Zellen mit 3,7 % 

Formaldehyd fixiert und mit Mowiol eingedeckelt (s. B.2.5.1.2). Die Auswertung erfolgte am 

Fluoreszenzmikroskop und wurde als blaue Fluoreszenz gemessen. 

B.2.5.2.3 ɓ-Laktamase-Assay 

Das Substrat CCF4-AM (Coumarin-Cephalosporin-Fluorescein [Typ4] -Acetoxymethyl), das 

für den ɓ-Laktamase-Assay verwendet wurde, wurde von Invitrogen bezogen. CCF4-AM 

besteht aus den zwei Fluorophoren, Hydroxycoumarin und Fluorescein, welche über ein 

Cephalosporin-Molekül miteinander verbunden sind. Im intakten, nicht gespaltenen Substrat 

führt die Anregung vom Donor Coumarin bei 409 nm zu einem Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfer (FRET) auf den Akzeptor Flourescein. Dadurch wird Flourescein angeregt 

und strahlt grünes Licht aus, das bei 520 nm detektiert werden kann. Die ɓ-Laktamase 

katalysiert nun die Hydrolyse des Substrats, was zur Trennung von Coumarin und 

Fluorescein, und damit zur Unterbrechung des FRET führt. Die Anregung von Coumarin führt 

dann zur Emission vom blauen Licht und wird bei 447 nm gemessen.  

Das gelieferte pulverisierte CCF4-AM wurde in 1 mM DMSO gelöst und in licht-

undurchlässigen Eppendorfgefäßen zu je 20-40 µl Aliquots bei -20°C gelagert. Das Anfärben 

der Zellen mit dem ɓ-Laktamase-Kit wurde nach dem Protokoll von Invitrogen durchgeführt. 

Dabei wurde darauf geachtet, dass die adhärenten Zellen eine Konfluenz von 60-80 % 

besaßen. Die 6x Substrate Loading Solution wurde vor Gebrauch wie folgt frisch angesetzt: 

12 µl CCF4-AM wurden zu 60 µl Lösung B zugegeben, gut gemischt und anschließend 

934 µl von der Lösung C hinzugefügt. Um ein besseres Halten des Substrats in der Zelle zu 

gewährleisten, und somit den Rücktransport zu inhibieren, wurde Probenecid, ein Anionen-

Transport-Inhibitor, mit einer Endkonzentration von 2,5 mM zugegeben. Für die Herstellung 

der 1x Substrate Loading Solution wurde die 6x Substrate Loading Solution mit HBSS 

verdünnt und so auf die Zellen gegeben, dass diese gut mit der Flüssigkeit bedeckt waren. 

Anschließend wurden die Zellen für 90 min bei RT, im Dunkeln unter leichtem Schwenken 

inkubiert. Danach wurden die Zellen 2x mit HBSS vorsichtig gewaschen und mit 3,7 % 

Formaldehyd fixiert und auf Objektträger gebracht (s. B.2.5.1.2), falls die Fluoreszenz-

Analyse mit dem Mikroskop erfolgen sollte. Die Analyse der ɓ-Laktamase-Aktivität erfolgte 

durch die Anregung bei einer Wellenlänge von 409 nm. Wenn ɓ-Laktamase in den Zellen 
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vorhanden war, resultierte das in eine blaue Fluoreszenz bei 447 nm. Das Fehlen einer ɓ-

Laktamase-Aktivität hingegen zeigte sich an der Emission von einer grünen Fluoreszenz bei 

520 nm.  

Sollten die mit den Reporter-Yersinien infizierten Zellen im FACS analysiert werden, wurde 

folgendermaßen vorgegangen: Nachdem die Zellen in Mikrotiterplatten mit Yersinien infiziert 

wurden, wurde dieses Zellgemisch nach der Infektion vorsichtig in Eppendorfgefäße 

überführt, um darin die CCF4-Färbung in Anwesenheit von 2,5 mM Probenecid 

durchzuführen. Anschließend wurden die Zellen, wenn nicht anders angegeben, mit 3,7 % 

Formaldehyd für 15 min bei 4°C fixiert und nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer, 

wurden die Zellen im FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden im FACSCanto II (BD, 

Heidelberg, Deutschland) analysiert und mit Hilfe der ĂFlowJo-8.4.6 Softwareñ (Tree Star Inc, 

San Carlos, CA, USA) ausgewertet. Die Ratiometrische Bestimmung wurde ebenfalls 

vorgenommen, indem der Anteil an blau fluoreszierenden Zellen errechnet wurde, wenn die 

grün fluoreszierenden Zellen auf 100 % gesetzt wurden. 

Probenecid (180 mM): 25 g Probenecid in 219 ml 400 mM NaOH und 219 ml 100 mM NaPO4, pH 8,0 

FACS-Puffer:  2 % FCS und 0,09 % Azid in PBS 

B.2.5.3 Immunfärbung für die FACS-Analyse 

Die indirekte Immunfluoreszenz erfolgte nach der Infektion von Zellen mit Yop-Bla-Reporter-

Yersinien. Nachdem die Zellen mit dem ɓ-Laktamase-Substrat gefärbt worden waren (s.o.), 

wurden diese mit spezifischen Antikörpern gegen bestimmte Oberflächenantigene behandelt, 

um zu bestimmen, welche Zelltypen ɓ-Laktamase positiv sind. Nachdem die CCF4-gefärbten 

Zellen gewaschen wurden, wurden die Immunglobulin-Fc-Rezeptoren geblockt, indem 

0,25 µg anti-FcɔII/III/106 Zellen und 2,5 mM Probenecid zum FACS-Puffer zugefügt wurde 

und die Zellen darin für 20 min bei 4°C inkubiert wurden. Anschließend wurde auf diesen 

Blockierungspuffer das jeweilige Antikörpergemisch dazu gegeben. Dabei können bei 

richtiger Antikörper-Zusammenstellung mehrere Oberflächenmarker gleichzeitig angefärbt 

werden. Alexa Fluor 647, APC, APC-Alexa 750, APC-Cy7, PE, PE-Cy5 oder mit PerCP-

konjugierte Antikörper gegen spezifische Oberflächenantigene (s. Tab. 12) wurden 1:100 im 

FACS-Puffer mit 2,5 mM Probenecid verdünnt eingesetzt und für 30-40 min bei 4°C 

inkubiert. Nach der Immunfärbung wurden die Zellen, wenn nicht anders erwähnt, mit 3,7 % 

Formaldeyd fixiert (s. B.2.5.2.3), 2x mit FACS-Puffer gewaschen und schließlich in diesem 

aufgenommen. Die Zellen wurden bis zu ihrer FACS-Analyse (s. nächster Abschnitt) bei 4°C 

aufbewahrt. 
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B.2.5.4 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) 

Mit einem FACS-Gerät (Fluorescence Activated Cell Sorter) kann die relative Zellgröße, 

Granularität und die relative Fluoreszenzintensität einer Zelle gemessen werden. Dazu 

werden Zellen in einem Flüssigkeitsstrom durch einen fokussierten Laserstrahl geleitet, 

wobei beim Passieren jeder einzelnen Zelle das Licht in einem bestimmten Winkel gestreut 

wird und Aufschluss über die Beschaffenheit der Zelle zulässt. Die jeweiligen Fluorochrome 

mit denen die Zellen gefärbt wurden, absorbieren Licht einer spezifischen Wellenlänge und 

emittieren Licht einer höheren Wellenlänge. Das emittierte Licht wird durch sogenannte 

Photomultiplier in elektrische Signale umgewandelt, die Auskunft über die Anzahl der 

fluoreszierenden Zellen sowie deren Fluoreszenzintensität geben. Durch das Schleusen 

(ĂGatenñ) wurde die Zellpopulation eingeschlossen. So konnten vereinzelte gewebsfremde 

Zellen, Zellfragmente und Verschmutzungen von der weiteren Analyse ausgeschlossen 

werden. Nur die eingeschlossenen Zellen wurden weiter analysiert. Für die FACS-Analyse 

wurden meist aus dem Knochenmark isolierte (s. B.2.4.2), und zu dendritischen (BMDCs) 

oder Makrophagen (BMDMs) ausdifferenzierten Zellen, oder aus der Milz präparierte 

Einzelzellsuspensionen (s. B.2.6.3) hergenommen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der 

ĂFlowJo-8.4.6 Softwareñ. 

B.2.5.5 Präparation von Gewebe zur in vitro Simulierung der Infektion im 3D 

Zellverband 

Um die Yop-Translokation zwischen den zweidimensionalen Infektionsbedingungen in vitro 

einem Infektionsgeschehen, dass in vivo herrscht, zu vergleichen, wurde die Infektion unter 

physiologisch und anatomisch-ähnlichen Bedingungen im Gewebe durchgeführt. D.h. der 

eher kompakte, drei-dimensionale Zellverband einer in vivo Infektion wurde simuliert. In der 

Abb. 6 wurden die einzelnen Schritte für die Präparation der eingesetzten Organe 

(dargestellt anhand der Leber) dokumentiert. Die Leber wurde aus der Maus präpariert, in 

1 ml kaltem PBS sofort auf Eis gestellt und möglichst schnell verarbeitet. Hierfür wurde die 

Leber halbiert (1), in einem Napf einer 24iger Mikrotiterplatte gelegt (2) und mit Hilfe eines 

sterilen Spritzenstempels vorsichtig zerstampft (3), sodass die dreidimensionale Struktur der 

Gewebszellverbände weitgehend erhalten bleibt. Die Yop-Bla-Reporter-Yersinien wurden mit 

je 1x109 Bakterien in einem sehr kleinen Volumen (in 50 µl PBS) auf die zerriebene Leber 

verteilt (4) und für 3 h bei 37°C inkubiert. Nach der Infektion wurde das Gewebe durch einen 

Zellsieb (40 µm) homogenisiert und die Zellen bei 4°C für 5 min und 300 g abzentrifugiert. 

Anschließend wurden die Zellen in 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer für 10 min bei RT lysiert. 
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Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen mit CCF4-AM und Probenecid für 90  bei RT 

beladen (s. B.2.5.2.3) und danach im FACS analysiert (s. B.2.5.4). 

Erythrozyten-Lysepuffer: 8,29 g NH4Cl; 0,783 g NH4HCO3; 0,0371 g EDTA in 1 l H2Obidest. 

1 2

3 4

 

Abb. 6: Vorgehensweise für die Präparation von Gewebe zur in vitro Simulierung 

Die Leber wird halbiert (1), in einem Napf einer 24iger Mikrotiterplatte gelegt (2) und vorsichtig 
zerstampft (3). Die Yop-Bla-Reporter-Yersinien wurden mit je 1x10

9
 Bakterien in 50 µl PBS auf die 

zerriebene Leber verteilt (4) und für 3 h bei 37°C inkubiert. 
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B.2.6 Mausinfektionsversuche 

B.2.6.1 Mauspassage von Y. enterocolitica-Stämmen 

Die Mauspassage von Yersinia-Stämmen wurde mit einer cfu (colony forming unit) von 

1x106
,
 intraperitoneal (i.p.) in Balb/c Mäusen durchgeführt. Nach 24 h wurden die Bakterien 

durch Spülung der Bauchhöhle mit 5 ml PBS reisoliert, auf Yersinia selektiv Agar (CIN-Agar) 

ausplattiert und bei 27°C inkubiert. Nach einem Tag konnten in dem roten CIN-Agar 

ĂKuhaugenñ-artige Kolonien festgestellt werden, die von den Yersinien gebildet werden. 

Jeweils eine Kolonie wurde gepickt, in 200 ml BHI-Medium mit entsprechendem Antibiotikum 

angeimpft und über Nacht bei 27°C angezogen. Anschließend wurden die Bakterien pelletiert 

und wie in Abschnitt B.2.1.2 beschrieben, in Aliquots bei -80°C eingefroren. Aus diesen 

passagierten Stämmen wurde die jeweilige Plasmid-DNA isoliert (s. B.2.2.1) und 

sequenziert, um die Integrität der eingeführten genetischen Modifikation dieser Stämme zu 

überprüfen. Außerdem wurde die Sekretion der Yop-Effektorproteine (s. B.2.3.4) in den 

Stämmen mittels SDS-Gel kontrolliert (s. B.2.3.2).  

B.2.6.2 Infektion der Mäuse 

Ein Aliquot der tiefgefrorenen, mauspassagierten Y. enterocolitica-Stämme wurde auf Eis 

aufgetaut. Die Bakterien wurden pelletiert (4°C, 5.000 g, 10 min) und mit kaltem PBS 

gewaschen. Eine intraperitoneale Infektion wurde mit einer Konzentration von 1x104 bis 

5x105 cfu pro 100 µl durchgeführt. Den Mäusen wurden mit einer sterilen Spritze 100 µl der 

jeweiligen Yersinien-Suspension in die Bauchhöhle gespritzt, wobei darauf geachtet wurde, 

dass keine Bakterienflüssigkeit austrat, um nicht die Infektionsdosis zu verfälschen. Wenn 

die Mäuse länger als 24 h infiziert wurden, wurden sie täglich beobachtet. Am Ende des 

Infektionsversuches wurden die Mäuse durch Vergasung mit CO2 getötet und die Milz, die für 

die Präparation von Einzelzellsuspensionen (s. B.2.6.3) verwendet wurde, entnommen. Zur 

Überprüfung der Infektionseffizienz wurde auch die Leber entnommen und die Anzahl der 

Yersinien in der Leber bestimmt (s. B.2.6.4). 

B.2.6.3 Präparation von Einzelzellsuspensionen aus der Milz 

Die Milz wurde aus der Maus präpariert, in 1 ml kaltem PBS sofort auf Eis gestellt und 

möglichst schnell verarbeitet. Mit Hilfe des Stempels einer Einmalspritze wurde die Milz 

durch ein Zellsieb mit einer Porengröße von 70 ɛm in ein Falcontube gedr¿ckt, wªhrend mit 

PBS gut gespült wurde. Danach wurde die gewonnene Zellsuspension durch ein Zellsieb mit 

einer Porengröße von 40 ɛm passiert. AnschlieÇend wurden die Zellen bei 4ÁC f¿r 5 min bei 
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300 g sedimentiert. Zur osmotischen Lyse der Erythrozyten wurde das Zellpellet in 5 ml 

Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Nach erneuter 

Zentrifugation wurden die Zellen in PBS resuspendiert und die Zellzahl mittels einer 

Neubauer-Zählkammer ermittelt. Im Anschluss wurden die Zellen nach der Behandlung mit 

dem CCF4-AM-Substrat (s. B.2.5.2.3) und der Oberflächenimmunfärbung (s. B.2.5.3) im 

FACS analysiert (s. B.2.5.4). 

B.2.6.4 Bestimmung der cfu von Yersinien in der Leber 

Nachdem die infizierten Mäuse getötet wurden, wurden Milz und Leber heraus präpariert und 

in ein mit PBS gefülltes, 2 ml-Eppendorfgefäß überführt und sofort auf Eis gestellt. Während 

die Milz für den weiteren Versuchsverlauf verwendet wurde (s. B.2.6.3), diente die Leber der 

Überprüfung der Infektionseffizienz. Dazu wurde die Leber in drei Teile geschnitten, auf 2 ml-

Reaktionsgefäße verteilt, mit 1 ml PBS gefüllt und mit je einem Stahlkügelchen (Stainless 

Steel Beads, 5 mm Durchmesser; Qiagen, Hilden, Deutschland) versehen. Die Gefäße 

wurden in die Vorrichtung der Schwingmühle des Homogenisators eingespannt. Die 

Homogenisierung der Organproben erfolgte für 2 min bei einer Amplitude von 90. Es wurden 

Verdünnungsreihen der Organsuspensionen auf CIN-Agarplatten ausplattiert und bei 27°C 

für 24 h inkubiert. Die Bakterienkolonien wurden ausgezählt und die mittleren cfu-Werte für 

das entnommene Organ ermittelt. 
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C. ERGEBNISSE 

C.1 Das FlAsH-Reportersystem  

C.1.1.1 Klonierung von Yop-Tetracystein-Reporter-Yersinien 

Als Verfahren für die Herstellung der Fusionsproteine YopM- und YopH-Tetracystein-tag 

wurde die Rekombinationsmethode der ET-Klonierung benutzt (s. B.2.2.3.3). Die kodierende 

Sequenz für das Tetracystein-tag (Tcys), bestehend aus den sechs Aminosäuren: Cystein-

Cystein-Prolin-Glycin-Cystein-Cystein (C-C-P-G-C-C), wurde am 3ô-Ende von YopM bzw. 

YopH, unmittelbar vor dem Stopcodon, mit dieser Methode kloniert. In Abb. 7 ist das 

generierte PCR-Fragment, welches für die ET-Klonierung verwendet wurde, schematisch 

dargestellt.  

5ó HomologiearmKanamycin-Kassette 3ó Homologiearm

Tcys

Stop-
codon

Stop-
codon

24 bp

50 bp lange  Sequenz , homolog  zum
3´terminalen Ende von  YopM oder YopH

50 bp, homolog  zur stromabwärts liegenden
Sequenz vom YopM- oder  YopH-Gen

 

Abb. 7: Schema des PCR-Fragments 

Das PCR-Fragment besteht aus einer Kanamycin-Resistenzkassette und dem sechs Aminosäuren 
langen Tetracystein-tag (CCP-GCC), die zusammen von zwei Homologiearmen (50 bp) der 
anzusteuernden yop-Gensequenz flankiert sind. 

Für die Generierung des PCR-Fragments für die ET-Klonierung wurde der Rückwärts-Primer 

für die Kanamycin-Resistenzkassette (21 bp), abgeleitet von dem Plasmid pACYC177 

(accession number X06402), eingesetzt. Der verwendete Vorwärts-Primer (50 bp) ist 

zusammengesetzt aus der Sequenz komplementªr zum 3ô-Ende von YopM bzw. YopH, ohne 

das jeweilige Stopcodon, gefolgt von der kodierenden Sequenz für das Tetracystein-tag, 

dann einem Stopcodon, und anschließend einer 21 bp langen Sequenz der KanR-Kassette. 

Die Primer-Sequenzen sind im Material und Methoden-Teil (s. Tab. 8) aufgelistet. Die 

Sequenzen von YopM und YopH auf dem pYV-Plasmid wurden aus der Sequenz 

pYVa127/90 (accession number AY150843) abgeleitet. Als Matrize für die PCR diente der 

Vektor pACYC177. Das PCR-Produkt wurde aus dem Gel eluiert und gereinigt (s. B.2.2.2.3). 

Reste des Templates vom pACYC177-Vektor im Reaktionsansatz wurden durch Verdau mit 

dem Restriktionsenzym DpnI entfernt. Das PCR-Fragment wurde anschließend durch 

ethanolische Fällung gereinigt (s. B.2.2.2.4) und schließlich in 10 µl H2Obidest aufgenommen. 

Die PCR-Produkte wurden in einen L-Arabinose-behandelten Yersinia-Wildstamm WA(pYV) 



C.  ERGEBNISSE 

67 

(s. Tab. 6), welcher das Plasmid pKD46 enthält, durch Elektroporation transformiert (s. 

B.2.2.4.3). Die pKD46-kodierten und durch L-Arabinose induzierbaren Rekombinasen 

bewirken den Austausch des Zielgenes mit dem PCR-Produkt mittels homologer 

Rekombination (s. B.2.2.3.3). Die Selektion erfolgte auf Kanamycin-haltigem Medium. Die 

Integration der transformierten DNA-Fragmente wurde mittels PCR mit Kontrollprimern (Yop-

Ident.-For. und Yop-Ident.-Rev.; s. Tab. 8) getestet. Zusätzlich wurden die pYV-Plasmide der 

Tetracystein-Reporter-Yersinien isoliert und mit den Restriktionsendonukleasen HindIII und 

BamHI verdaut. Dieser Restriktionsverdau liefert ein spezifisches Bandenmuster, das im 

Agarosegel überprüft wurde. Dabei wurden die entstandenen Bandenmuster zwischen dem 

pYV-Plasmid des Wildstamms mit denen der yop-Mutanten verglichen. Dadurch konnten 

unerwünschte Rekombinationen in den pYV-Plasmiden der Tetracystein-Reporter-Yersinien 

ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt). Die Integrität der Yop-Tetracystein-tag-

Sequenzen wurde mittels Sequenzierung bestätigt.  

Da das pKD46-Plasmid für die weitere Arbeit stören könnte, wurde der Vektor aus den 

Tetracystein-Reporter-Yersinien durch einen Temperaturwechsel auf 37°C wieder entfernt 

(hitzeempfindlicher oriR101). Die so gewonnenen Tetracystein-Reporter-Yersinien wurden 

als WA(pYV, YopM-Tcys) und WA(pYV, YopH-Tcys) bezeichnet. Der Ablauf der ET-

Klonierung in Yersinia enterocolitica zur Herstellung von Yop-Fusionsproteinen mit dem 

Tetracystein-tag ist in Abb. 8 dargestellt. 
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Abb. 8: ET-Klonierung zur Herstellung von Yop-Fusionsproteinen mit Tcys-tag 

Das PCR-Fragment besteht aus 5ô-Homologiearm, Tetracystein-tag (Tcys), Kanamycin-Kassette, 
und 3ô-Homologiearm, deren Sequenzen durch die Primer festgelegt waren. Das Plasmid pKD46 
wurde in den Yersinia-Wildstamm WA(pYV) transformiert und durch Zugabe von 0,1 % Arabinose 

wurde die Expression der Rekombinasen reda und redb sowie des Exonuklease-Inhibitors redg bei 
27°C induziert. Nach Transformation des pKD46 enthaltenen Yersinia-Wildstamms WA(pYV) mit 
dem PCR-Fragment, wurde das endogene yop-Gen mittels homologer Rekombination durch das 
PCR-Fragment ersetzt. Die Selektion der Tetracystein-Reporter-Yersinien erfolgte durch die 
Kanamycin-Resistenz. Durch einen Temperaturwechsel auf 37°C kam es zum Verlust des pKD46-
Plasmids.  
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C.1.1.2 Überprüfung der Tetracystein-Reporter-Yersinien im SDS-Gel und 

mittels Western Blot 

Die Expression der Tetracystein-Yop-Fusionsproteine wurde mittels Fluoreszenzimager und 

Western Blot-Analyse (s. Abb. 9B und C) untersucht. Die sekretierten Proteine der 

Tetracystein-Reporter-Yersinien wurden aus dem Kulturüberstand isoliert (s. B.2.3.4), mit 

TCA gefällt (s. B.2.3.4.2) und mit dem LumioTM
-Reagenz behandelt (s. B.2.3.6). Im Anschluss 

erfolgte die Auftrennung der Proteine im SDS-Gel (s. B.2.3.2) und anschließend das 

ĂScannenñ des Gels in einem Fluoreszenzimager (s. Abb. 9B und C). 

A

B

C

 

Abb. 9: Sekretion von WA(pYV, YopM-Tcys) und WA(pYV, YopH-Tcys) im Vergleich zum 
WA(pYV) 

Die Übernachtkulturen der entsprechenden Bakterienstämme wurden 1:40 in BHI verdünnt und für 
2 h bei 37°C inkubiert, bevor Stimulationssupplemente (s. B.2.3.4) zugefügt und für weitere 2 h 
inkubiert wurde. Anschließend wurden die Bakterienstämme mit TCA gefällt. Die ausgefällten 
Proteine wurden mit der Lumio

TM
 Post-Färbung behandelt und auf 12%ige SDS-Gele aufgetrennt. 

Die Gele wurden im Fluoreszenzimager Ăgescanntñ (A) mit Coomassie gefärbt (C) oder auf eine 
PVDF-Membran Ăgeblotetñ (B). Die Detektion der Yops erfolgte mit polyklonalem anti-YopM bzw. 
anti-YopH Antiserum (1:10.000 verdünnt) und einem HRP gekoppelten Sekundärantikörper 
(1:10.000 verdünnt).  

Abb. 9A zeigt, dass nur die ausgefällten Proteine aus den Kulturüberständen der 

Tetracystein-Reporter-Yersinien, nicht aber die des Wildtyps, jeweils eine fluoreszierende 

Bande im Fluoreszenzimager aufweisen. Um sicher zu gehen, dass es sich bei den 

fluoreszierenden Banden auch um das jeweilige Yop-Tcys-Fusionsprotein handelt, wurde 

das SDS-Gel auf eine PVDF-Membran übertragen und mit polyklonalen Antiseren gegen 

YopM bzw. YopH behandelt (s. Abb. 9B). Die Überlagerung der Immunoblots mit den 
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Fluoreszenzimager-Bildern zeigt eine Überlappung der fluoreszierenden Banden der 

WA(pYV, YopM-Tcys) und WA(pYV, YopH-Tcys) mit den jeweiligen Antikörper-angefärbten 

Proteinbanden. Damit konnte die Expression und die Sekretion der YopM-Tcys- und YopH-

Tcys-Fusionsproteine nachgewiesen werden. 

Um zu überprüfen, ob in den Tetracystein-Reporter-Yersinien die Sekretion der Yop-

Effektorproteine beeinträchtigt ist, wurden die sekretierten Proteine der Kulturüberstände 

dieser Stämme ausgefällt, auf ein SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefärbt. Abb. 9C 

zeigt, dass das Bandenmuster der sekretierten Proteine Tetracystein-Reporter-Yersinien 

WA(pYV, YopM-Tcys) und WA(pYV, YopH-Tcys) dem des Wildtyps WA(pYV) entspricht.  

C.1.1.3 Optimierungsversuche der LumioTM-Färbung 

Die Yop-Tcys-Proteine der Tetracystein-Reporter-Yersinien lassen sich sowohl nach der 

Sekretion als isolierte Proteine (LumioTM Post-Färbung, s. B.2.3.6), als auch bereits in 

lebenden Bakterienzellen (intrazellulär) anfärben (LumioTM Prä-Färbung, s. B.2.5.2.1). Es 

wurde ein Vergleich zwischen den Fluoreszenzintensitäten der beiden Färbungsstrategien 

durchgeführt. Die Färbungsstrategien sind in Abb. 10 schematisch dargestellt. 

Übernachtkultur

1:40 Verdünnung

Inkubieren bei 37°C 

für 90 min

A B1 B2 C+ Cm

+ EGTA

90 min bei 37°C

Stimulation:  MgCl2, EGTA, Glukose 

90 min bei 37°C

TCA-Fällung des Überstandes:

Aufnahme der f reigesetzten Proteine (FP)

in Probenpuf fer

B2

1h bei RT

+ LumioTM Prä-
Färbung

+ LumioTM Post-
Färbung

CA

 

Abb. 10: Versuchsschema für das Anfärben zytosolischer bzw. sezernierter Tetracystein-Yop-
Fusionsproteine, d.h. vor der Sekretion (=Lumio

TM
 Prä-Färbung) bzw. nach der Sekretion 

(=Lumio
TM

 Post-Färbung) 

A= negative Kontrolle: Zugabe von Chloramphenicol (Cm; 100 µg/ml) und 5 mM EGTA für 90 min, 
anschließend Färbung (Lumio

TM
 Post-Färbung); B1= Färbung vor der Sekretion (Lumio

TM
 Prä-

Färbung); B2= sowohl Färbung vor der Sekretion als auch nach der Sekretion; C= Färbung nach 
der Sekretion (Lumio

TM
 Post-Färbung) 
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Sowohl bei WA(pYV, YopM-Tcys) als auch bei WA(pYV, YopH-Tcys) wird die höchste 

Fluoreszenzintensität gemessen, wenn die mit Tetracystein-tag versehenen Yop-Proteine 

nach der Sekretion gefärbt werden (s. Abb. 11; B2 und C). Dagegen lassen sich die Tcys-

Reporterproteine vor der Sekretion, also innerhalb der lebenden Bakterienzelle, nur schwach 

anfärben (B1).  

 

Abb. 11: Anfärben der Tcys-Reporterproteine vor und nach der Sekretion  

Es wurde ein Sekretionstest von WA(pYV, YopM-Tcys) und WA(pYV, YopH-Tcys) unter 
verschiedenen Bedingungen durchgeführt, wobei die Tcys-Reporterproteine vor der Sekretion 
(Lumio

TM
 Prä-Färbung; Probe B1) oder nach der Sekretion (Lumio

TM
 Post-Färbung; Proben A, B2 

und C) angefärbt wurden. Probe A = negative Kontrolle. Details siehe Abb. 10. Die Proteine 
wurden auf ein SDS-Gel aufgetrennt, im Fluoreszenzimager quantitativ abgebildet (A) und die 
Fluoreszenzintensität der Banden mit Hilfe der ĂAIDA Image Analysis Softwareñ quantifiziert (C). 
Anschließend wurden die Gele für die Western Blot-Analyse mit der Immunfärbung gegen YopM 
und YopH (1:10.000 verdünnt) verwendet (B).  

Um das intrazelluläre Anfärben der Tcys-Reporter-Yersinien zu erhöhen, wurden 

Optimierungsversuche mit unterschiedlichen Färbebedingungen durchgeführt, um eine 

höhere Fluoreszenzintensität zu erreichen (s. Abb. 12). Dabei wurden die Yersinienstämme, 

wie im Abschnitt B.2.5.1.1 beschrieben, für die Färbung vorbereitet. Die Färbungsansätze 

wurden jedoch mit weiteren unterschiedlichen Komponenten (Glukose, MgCl2, CaCl2, CCCP, 

EGTA) supplementiert und für 30 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die 












































































































































